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1.1 Das COP9 Signalosom  
 
Das COP9 (constitutive photomorphogenic) Signalosom ist ein hochkonservierter 
Proteinkomplex, bestehend aus acht Untereinheiten, die absteigend nach ihrem  
Molekulargewicht CSN1 bis CSN8 benannt wurden (Deng et al., 2000). Das CSN hat 
viele Funktionen und ist unter anderem an der Zellproliferation, Signaltransduktion 
sowie der Regulation des Zellzyklus beteiligt (Kato et al., 2009). Der CSN-Komplex 
wurde erstmals in Arabidopsis thaliana als Negativregulator der Photomorphogenese 
entdeckt (Chamovitz et al., 1996). Bei der Analyse von Mutanten wurden drei 
Gruppen mit verändertem Licht-Dunkel-Verhalten gefunden. Diese wurden 
cop/det/fus Mutanten genannt. Sie wiesen ein verändertes Wachstum bei Dunkelheit 
(constitutive photomorphogenic) auf, zeigten eine Akkumulation des Pigments 
Anthocyanin in den reifen Samen und Keimblättern (fusca) und besaßen ein 
verkürztes Hypokotyl (de-etiolated) (Wei & Deng, 1992; Kwok et al., 1996). Die dabei 
identifizierten Proteine COP8, COP9 und COP11 gehören zu einem essentiellen 
Komplex der Photomorphogenese, der COP9 genannt wurde. 
Der COP9-Komplex ist hochkonserviert. In A. thaliana besitzt das Gen AtCSN7 zwei 
alternativ gespleißte Genprodukte AtCSN7i und AtCSN7ii (Fu et al., 2001; Kato et al., 
2009). Des Weiteren werden AtCSN5 und AtCSN6 von zwei Genen kodiert. Dadurch 
kommt es zur Bildung von zwei Isoformen (Kwok et al., 1998; Peng et al., 2001). In 
Schizosaccharomyces pombe besteht der COP9-Komplex aus sechs Untereinheiten, 




Tabelle 1: Nomenklatur der CSN Untereinheiten (nach Wei & Deng, 2003). 
 Mammalia Arabidopsis Drosophila S. pombe S. cerevisiae 
CSN1 GPS1, mfh, Sgn1 FUS6, COP11 Dch1 Caa1 CSN9 
CSN2 Trip15, hAlien, 
Sgn2, COPS2 
FUS12 Alien, Dch2  CSN10/RRI2
CSN3 Sgn3, COPS3 FUS11 Dch3  CSN11/PCI8 
CSN4 Sgn4, COPS4 COP8, FUS4 Dch4  CSN12 
CSN5 Jab1, COPS5 AJH1,  
AJH2 
Dch5   
RRI1 




Dch6   
CSI1 




Dch7   
RPN5/NAS5 
CSN8 hCOP9, Sgn8 COP9, FUS7    
 
1.1.1 Der Aufbau des Signalosoms 
Das COP9 Signalosom wurde in A. thaliana erstmals entdeckt und später bei der 
Aufreinigung des 26S Proteasoms aus roten Blutzellen co-isoliert (Seeger et al., 
1998). Der CSN-Komplex ist evolutionär hochkonserviert. Er kommt in allen 
Eukaryoten vor und besteht aus acht Untereinheiten CSN1-CSN8. Sechs 
Untereinheiten besitzen C-terminal eine PCI/PINT (Proteasom, COP9, 
eukaryotischer Initiationsfaktor3/Proteasomuntereinheiten, Int-6, Nip-1, Trip-15) 
Domäne. Zwei Untereinheiten, CSN5 und CSN6 besitzen hingegen N-terminal eine 
MPN (Mpr1-Pad1-N-terminal) Domäne. Jeder CSN Untereinheit kann eine paraloge 
Lid-Untereinheit des 19S Proteasom Regulators zugeordnet werden (Henke et al., 
1999; Maytal-Kivity et al., 2002; Wei & Deng, 2003; Schwechheimer, 2004; Scheel & 
Hofmann, 2005).  
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Tabelle 2: CSN Untereinheiten, die entsprechenden Domänen sowie ihre proteasomalen Lid und eIF3 
Paraloge (Scheel & Hofmann, 2005). 
CSN Lid eIF3 Domäne 
CSN1 Rpn1/PSMD6 eIF3a, eIF3c, eIF3e, eIF3I PCI 
CSN2 Rpn6/PSMD11 eIF3a, eIF3c, eIF3e, eIF3I PCI 
CSN3 Rpn3/PSMD3 eIF3a, eIF3c, eIF3e, eIF3I PCI 
CSN4 Rpn5/PSMD12 eIF3a, eIF3c, eIF3e, eIF3I PCI 
CSN5 Rpn11/PSMD14 - MPN 
CSN6 Rpn8/PSMD7 eIF3f, eIF3h MPN 
CSN7a,b Rpn9/PSMD13 eIF3a, eIF3c, eIF3e, eIF3I PCI 
CSN8 Rpn11/PSMD8 eIF3k PCI 
 
Die PCI Domänen sind α-helikal aufgebaut. Sie dienen der Integration in den 
Komplex (z. B. CSN1) bzw. der Interaktion der Untereinheiten miteinander und 
besitzen eine Rückgratfunktion (Tsuge et al., 2001; Wei & Deng, 2003). Die MPN 
Domäne der COP9-Untereinheit CSN5 bzw. der Lid-Untereinheit Rpn11 beinhaltet 
eine intrinsische Metalloproteaseaktivität. Diese wird vom JAMM (JAB1/MPN/MOV34 
Metalloenzym) bzw. MPN+ Motiv vermittelt, welches ein konserviertes Bindemotiv 
aufweist. Das JAMM-Motiv besitzt eine katalytische Aktivität. Es spaltet Nedd8 
(neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8) von Cullinen 
und ist daher im Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) von wesentlicher Bedeutung. 
Die Bindung eines Zink-Atoms als Co-Faktor ist essentiell für die katalytische 







Abbildung 1: A) Die Struktur der PCI-Domäne (CSN1) und der JAMM-Domäne (CSN5). Die 
konservierte Sequenz des JAMM-Motivs ist rot markiert, das nukleäre Exportsignal (NES) schwarz 
hervorgehoben (Wei & Deng, 2003). B) Die Kristallstruktur des JAMM-Motivs aus Archaeoglobus 
fulgidus (AfJAMM) bzw. einer Cytidindeaminase. Die Zinkliganden sind grün dargestellt, das Zink-
Atom grau (Ambroggio et al., 2004). 
 
Anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten die Struktur des 
CSN sowie seine Homologie zum Lid nachgewiesen werden. Dabei wurde 
ersichtlich, dass die Struktur des CSN eine hohe Variabilität aufweist. Die 
Untereinheiten besitzen jedoch immer eine asymmetrische Anordnung. Es konnten 
sowohl beim CSN als auch beim Lid eine zentrale Furche nachgewiesen werden 
(Kapelari et al., 2000). 
 
                                                               
Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des CSN und des Lid. A) Dargestellt ist die 
Verteilung der Untereinheiten des CSN, B) die Konturlinien des CSN. C) zeigt die Untereinheiten des 
proteasomalen Lid. D) die Konturlinien des Lid (Kapelari et al., 2000). 
 
Huang et al. zeigten 2005, dass das CSN und der proteasomale Lid miteinander 
interagieren. Des Weiteren kommt es zur Bildung von sogenannten Superkomplexen 
aus CSN, Proteasom und CRLs, bei denen das CSN als Assemblierungsplattform 
dient (Huang et al., 2009). Ferner kann das Signalosom als alternativer 
proteasomaler Lid fungieren (Deshaies & Meyerowitz, 2000; Li & Deng, 2003). 
Biochemische Analysen ergaben, dass Untereinheiten des Signalosoms sowohl in 
monomeren Formen als auch in Minikomplexen vorliegen. Es konnte des Weiteren 




an rekombinanten Untereinheiten gezeigt werden, dass der CSN-Komplex aus zwei 
Modulen CSN1/2/3/8 und CSN4/5/6/7 besteht, die miteinander verbunden sind  
(Abb. 3 A)(Sharon et al., 2009; Enchev et al., 2010). Die Untereinheit CSN5 tritt 
ferner sowohl in monomerer Form als auch integriert im Komplex vor, kann seine 




Abbildung 3: Das Model der CSN Struktur. Die dreidimensionale Darstellung des CSN. Der Komplex 
besteht aus acht Untereinheiten. Dabei bilden jeweils vier Untereinheiten ein Modul. Die 
Untereinheiten CSN1, CSN2, CSN3 und CSN8 (graues Modul) bilden das große Fragment, CSN4, 
CSN5, CSN6 und CSN7 (gelbes Modul) bilden das kleine Segment. Die Pfeile (schwarz, rosa und 
weiß) weisen auf die Verbindungsstellen zwischen den Modulen (Enchev et al., 2010). 
 
1.1.2 Die Interaktionspartner des Signalosoms 
Das Signalosom interagiert mit einer Vielzahl von Proteinen. Uhle et al. zeigten 2003, 
dass die Proteinkinasen CK2 und D mit Untereinheiten des CSN assoziiert sind. 
Dabei bindet CK2 an CSN3 bzw. CSN7 sowie PKD an CSN3. Des Weiteren bindet 
die Inositol-1,3,4-Triphosphat 5/6-Kinase (IP3-5/6-Kinase) an CSN1 (Sun et al., 
2002). Die assoziierten Kinasen können durch Curcumin, Piceatannol oder andere 
Inhibitoren gehemmt werden (Füllbeck et al., 2005). Die Phosphorylierung des 
Transkriptionsfaktors c-Jun (jun oncogene), Bestandteil von AP-1 (activator protein 
1), durch die mit dem CSN assoziierten Kinasen stabilisiert diesen. Dieses führt zu 
einer erhöhten AP-1-Aktivität (Naumann et al., 1999). Der Tumorsuppressor p53 wird 
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durch die assoziierten Kinasen phosphoryliert und somit für den proteasomalen 
Abbau markiert. Durch die Hemmung dieser Kinasen mittels Curcumin oder dessen 
Derivaten kommt es hingegen zu einer Stabilisierung von p53 und einem Abbau von 
c-Jun (Uhle et al., 2003; Harari-Steinberg, 2004; Füllbeck et al., 2005). Die 
Untereinheit CSN5 interagiert innerhalb des CSN mit den meisten Proteinen, 
darunter c-Jun, p53 oder HIF1α (hypoxia-inducible factor). Ferner interagieren die 
Untereinheiten mit Bestandteilen des UPS (CSN2- CUL1, CUL2, CSN6- Rbx1) sowie 
dem Proteasom (CSN1-Rpn6) und dem eIF3 (CSN1-eIF3c, CSN3, CSN6 & CSN7- 
eIF3e/Int-6, CSN8- eIF3c). 
                                            
Abbildung 4: Das CSN mit seinen Interaktionspartnern. Die Interaktion der CSN Untereinheiten 
untereinander ist durch schwarze Linien gekennzeichnet. Die PCI-Domänen sind türkis-farbend, die 
MPN Domänen violett dargestellt. Interagierende Proteine stehen jeweils neben der entsprechenden 
CSN Untereinheit.  
 
1.1.3 Die Aktivitäten des CSN 
Das CSN übt drei bislang entdeckte Funktionen aus. Das JAMM-Motiv der CSN-
Untereinheit CSN5 verleiht ihr eine Metalloproteaseaktivität, die das ubiquitin-
ähnliche Protein Nedd8 von Cullinen spaltet. Das CSN ist außerdem mit Kinasen 
assoziiert und besitzt dadurch eine Kinaseaktivität. Diese Kinasen binden an die 
Untereinheiten CSN3 (PKD) bzw. CSN7 (CK2 und PKD) sowie an CSN1 (IP3-5/6-
Kinase) und phosphorylieren sowohl die Untereinheiten CSN2 und CSN7 als auch 
proteasomale Substrate (Sun et al., 2002; Uhle et al., 2003). Ferner ist das CSN mit 
der ubiquitin-spezifischen Protease USP15 assoziiert und besitzt dadurch eine 
deubiquitinierende Aktivität. USP15 bindet an CSN5 und CSN7 und schützt 
Substrate wie Rbx1 vor Autoubiquitinierung und proteasomalem Abbau (Hetfeld et 
al., 2005; Huang et al., 2009). 
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1.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System 
Die Ubiquitinierung von Substraten stellt einen essentiellen Mechanismus dar, um 
fehlerhafte oder nicht benötigte Proteine für den proteasomalen Abbau zu markieren. 
Hierfür wird Ubiquitin (Ub) auf bestimmte Substrate übertragen und diese somit für 
den Abbau markiert. Die Kaskade der Ubiquitinierung umfasst drei Schritte. Zuerst 
wird das Ubiquitin durch das ubiquitinaktivierende Enzym E1 unter ATP-Verbrauch 
auf einen Cysteinrest über eine Thioesterbindung an den C-Terminus des E1 
gebunden. Anschließend wird das Ubiquitin auf einen Cysteinrest des ubiquitin-
konjugierenden Enzyms E2 übertragen und über eine Thioesterbindung an das E2 
gebunden. Im folgenden Schritt wird das Ubiquitin durch eine Ubiquitinligase (E3) auf 
die ε-Aminogruppe eines Lysinrestes des entsprechenden Substrats übertragen. 
Dieser Vorgang wird Ubiquitinierung genannt und markiert die Substrate für den 
proteasomalen Abbau (Hotton & Callis, 2008). Es gibt zwei Hauptklassen von E3s in 
Eukaryoten. Die erste Klasse besitzt eine HECT (homologous to the E6-AP carboxyl 
terminus) Domäne und kann E2 binden. Das Ubiquitin wird zuerst auf das E3 und 
anschließend auf das Substrat übertragen. Die zweite Klasse besitzt eine RING 
(really interesting new gene)-Domäne. Hier fungiert die E3 Ligase als Mediator. Sie 
bringt das E2 und das Substrat in eine räumliche Nähe. Das Ubiquitin wird hierbei 
direkt vom E2 auf das Substrat übertragen (Pickart, 2001; Rotin & Kumar, 2009). 
 
             
Abbildung 5:  A) Die Kaskade der Ubiquitinierung von Substraten. Jeweils ein Ubiquitinmolekül wird 
über eine Enzymkaskade (E1-E3) auf das spezifische Substrat übertragen. Ist die Ubiquitinkette 
mindestens vier Ubiquitinmoleküle lang, markiert dieses das Substrat für den proteasomalen Abbau 
und wird vom 26S Proteasom degradiert. B) E3 mit HECT Domäne. Das Ubiquitin wird von dem E2 
auf das E3 übertragen und von dort auf das Substrat. C) E3 mit RING Domäne. Das E3 vermittelt die 
räumliche Nähe zwischen dem E2 und dem Substrat. Das Ubiquitin wird von E2 direkt auf das 






1.2.1 Die Cullin RING Ubiquitin Ligasen 
Die Cullin RING Ubiquitin Ligasen (CRL) bestehen aus einem Mitglied der Cullin-
Familie, das als Gerüst agiert, sowie dem RING-Domäne Protein Rbx1, welches an  
das E2 bindet und einem Substratadaptoren. 
Die Cullin-Familie setzt sich aus sieben Mitgliedern (Cul1, Cul2, Cul3, Cul4a, Cul4b, 
Cul5 und Cul7) zusammen. Sie besitzen N-terminal eine hochkonservierte Region, in 
der ein Adaptorprotein, wie z. B. Skp1 (S-phase kinase-associated protein 1) binden 
kann. Dabei bindet Skp1 den F-Box Substratrezeptor. An der C-terminalen Domäne 
von Cullin bindet ein Ring-Finger Protein, wie z. B. das Ring Box Protein Rbx1 (ring-
box 1), welches das E2 binden kann. Skp1, Cul1, Rbx1 und ein F-Box Protein bilden 




Abbildung 6: A) Die Struktur von CRLSkp2. (Petroski & Deshaies, 2005, modifiziert).   
B) RING Domänen besitzen ein spezifisches CX2CX9-39CX1-3HX2-3(C/H)X2CX4-48CX2C-Motiv (C- 
Cystein, H- Histidin, Xn- AS Reste zwischen den Zink-Atomen) (nach Deshaies & Joazeiro 2009; nach 
Rotin & Kumar, 2009).   
C) Kristallstruktur der RING Domäne. Die Pfeile weisen auf die Zink-Atome (Deshaies & Joazeiro, 
2009, modifiziert). 
 
1.2.2 Die Regulation der Assemblierung der CRL-Komplexe 
Culline können durch das ubiquitin-ähnliche Protein Nedd8 modifiziert werden. Die 
Neddylierung der Culline ist essenziell für die Assemblierung des CRL-Komplexes. 





activating enzyme E1 subunit 1/Uba3-ubiquitin-like modifier activating enzyme 3) 
geknüpft. Danach wird es an einen konservierten Cysteinrest des E2 (Ubc12 -
ubiquitin-conjugating enzyme E2M) gebunden, welches das Nedd8 auf eine ε-
Aminogruppe des Cullins überträgt (Pan et al., 2004). 
Durch die Bindung vom CSN an das Cullin kommt es zur Deneddylierung und der 
Abspaltung des Nedd8 vom Cullin. Dieses führt zur Dissoziation des E2. Durch die 
Anlagerung von CAND1 (cullin-associated neddylation dissociated) kommt es zur 
Dissoziation von Skp1, dem F-Box-Protein, dem Ring-Finger-Protein und des CSN. 
Der Komplex wird dadurch inaktiviert. Die Neddylierung des Cullin führt zur 
Dissoziation von CAND1. Anschließend lagern sich Skp1, das F-Box-Protein und das 
Ring-Finger-Protein daran an. Danach folgt die Bindung des spezifischen Substrats 
an das F-Box-Protein. Die rekrutierten Substrate sind meist phosphoryliert. An den 
aktiven CRL-Komplex bindet das mit Ubiquitin beladene E2. Dieses überträgt nun 
das Ubiquitin auf das Substrat. Nach einer Kaskade, bei der Ubiquitin auf Lysinreste 
des vorherigen Ubiquitins geknüpft werden, löst sich das Substrat und wird 
proteasomal abgebaut (Wei & Deng, 2003; Richardson & Zundel, 2005; Saha & 
Deshaies, 2008). 
           
 
Abbildung 7: Die Assemblierung des CRL-Komplexes. Durch die Deneddylierung des Cullins mittels 
der Deneddylaseaktivität der CSN-Untereinheit CSN5 wird der CRL-Komplex zuerst inaktiviert. Durch 
erneute Neddylierung kann sich dieser dann neu assemblieren. Dabei wird der Komplex je nach 






1.2.3 Das 26S Proteasom 
Das 26S Proteasom ist ein 2,5 MD großer, mulitmerer Proteinkomplex. Er besteht 
aus dem tonnenförmigen 20S-Kernpartikel (CP- core particle), welcher an einem 
oder an beiden Enden von einem 19S regulatorischen Partikel (RP) gebunden wird. 
Die zu degradierenden Proteine binden an den 19S RP (Cheng, 2009; Hendil et al., 
2009; Nickel et al., 2009). Nach der Erkennung und der Bindung des zu 
degradierenden Substrates an den 19S-Komplex werden diese entwunden und unter 
ATP-Verbrauch in den 20S-Komplex transportiert. Dort befinden sich die katalytisch 
aktiven β-Untereinheiten β1, β2 und β5, die eine Endopeptidaseaktivität aufweisen 
(Groll & Huber, 2003; Hendil et al., 2009). Der 20S-Kernpartikel besitzt je nach 
Substrat drei verschiedene Aktivitäten, eine Chymotrypsin-ähnliche, eine Trypsin-
ähnliche und eine Caspase-ähnliche Aktivität (Bochtler et al., 1999; Groll & Huber, 
2003; Navon & Ciechanover, 2009). Der 20S-Komplex besteht aus vier heptameren 
Ringen. Dabei bilden die zwei äußeren α-Ringe und die inneren β-Ringe drei 
Kammern innerhalb des 20S-Komplexes. Diese Kammern sind durch die N-
terminalen Enden der α-Untereinheiten verschlossen. Die Assemblierung des 20S 
mit dem 19S RP zum 26S Proteasom kann zur Aktivierung des 20S CP führen (Groll 
et al., 1997). Der 19S-Komplex besteht aus zwei Komponenten, dem Lid und der 
Base. Letztere besteht aus sechs AAA-ATPase (ATPase associated with various 
activities) Untereinheiten (Rpt1-6, regulatory particle, ATPase-like) sowie vier non-
ATPase Untereinheiten Rpn1, Rpn2, Rpn10 und Rpn 13 (regulatory particle, non-
ATPase-like) (Sharon et al., 2006; Navon & Ciechanover, 2009). Diese bilden einen 
Ring und interagieren direkt mit dem 20S CP, wodurch dem Substrat der Zugang in 
den katalytischen 20S-Kernpartikel ermöglicht wird. Der Lid besteht aus neun 
Untereinheiten. Die Untereinheit Rpn11 enthält homolog zu CSN5 eine MPN-
Domäne (JAMM-Motiv), welche eine deubiquitinierende Aktivität trägt (Verma et al., 
2002). Das Ubiquitin der markierten Substrate wird ebenfalls am 19S Partikel durch 
assoziierte Ubiquitinhydrolasen abgespalten (Hendil et al., 2009). Des Weiteren weist 
der Lid Homologien zum COP9-Komplex wie auch zum eIF3 auf (Henke et al., 1999; 




             
Abbildung 8: Das 20S/26S Proteasom. A) Struktur des 20S Proteasoms in Hefe. Die äußeren α-Ringe 
und die inneren β-Ringe (Cheng, 2009). B) 20S Proteasom in Hefe. Erkennbar sind die drei Kammern, 
die durch die α-Ringe und β-Ringe gebildet werden (Cheng, 2009). C) 2D Model des 26S Proteasoms. 
Der 20S-Komplex ist blau (α-Ringe) bzw. violett (β-Ringe), der 19S-Komplex ist grün dargestellt. Die 
α- bzw. β-Ringe bestehen aus je sieben Untereinheiten (nach Navon & Ciechanover, 2009, 
modifiziert). 
 
1.3 Der Transkriptionsfaktor STAT1  
 
1.3.1 Die Familie der STATs 
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) sind fähig, Signale von der 
Zellmembran in den Nukleus zu übertragen, um dort die Transkription bestimmter 
Zielgene zu induzieren. STATs können durch verschiedene Zytokine, Interleukine 
sowie auch durch Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Sie spielen eine wichtige 
Rolle bei der Regulation essentieller zellulärer Funktionen, wie bei der Steuerung der 
Zelldifferenzierung und der Zellproliferation. 
Die Familie der STATs besteht aus sieben Mitgliedern (STAT1, STAT2, STAT3, 
STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6), die etwa 600-750 AS groß sind. Sie kommen 
sowohl in Säugetieren als auch in verschiedenen Invertebraten wie Drosophila 
melanogasta (Hou et al., 1996) oder niederen Eukaryoten wie Dictyostelium 
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Tabelle 3: JAKs und STATs sowie verschiedene Zytokine, welche die Aktivität dieser Faktoren 
induzieren können (nach Leonard & O´Shea, 1998; Schindler & Plumlee, 2008). 
Ligand JAKs STATs 
Typ I Zytokine 




STAT3, STAT5a, STAT5b 
IL-4 JAK1, JAK3 STAT6 
gp130 Familie 





Typ II Zytokine 
Typ I IFNα, IFNβ, IFNω 
 










STAT1, STAT2, STAT3,  





1.3.2 Die Struktur der STAT Proteine 
STATs können in sieben funktionell konservierte Domänen unterteilt werden. Die N-
terminale Domäne umfasst rund 125 AS und dient der Dimerisierung inaktiver 
unphosphorylierter STATs. Bei STAT3 und STAT5 dient sie der Interaktion mit Co-
Aktivatoren wie CREB-Bindeprotein (CBP)/p300 oder c-Jun (Clevenger, 2004). Die 
Coiled-Coil Domäne dient der Bindung an regulatorische Proteine sowie dem 
nukleären Import und Export. Für die Bindung an eine spezifische palindrome GAS-
Sequenz (interferon gamma activated sequence) im Promotorbereich der Zielgene ist 
die DNA-Bindedomäne (DBD) essentiell. Die Dimerisierung der STATs sowie die 
Bindung an das DNA Bindemotiv vermittelt die Linker-Domäne.  Die Bindung an den 
Rezeptor und die Dimerisierung des aktiven STAT wird durch die hochkonservierte 
SH2-Domäne (Src homology 2) ermöglich. Das Tyrosinaktivierungsmotiv befindet 
sich bei etwa 700 AS und beinhaltet einen konservierten Tyrosinrest der von fünf bis 
sieben spezifischen C-terminalen AS-Resten umgeben ist. Dieses Motiv liegt 
ebenfalls wie die SH2-Domäne an der Oberfläche des inaktiven Proteins und dient 
der JAK-abhängigen (Janus Kinase) Phosphorylierung. Nach der Phosphorylierung 
wird dieses Motiv vom Dimerisierungspartner erkannt und an dessen SH2-Domäne 
gebunden. Dies führt zu einer Konformationsänderung des Komplexes, welche für 
die Aktivierung des Komplexes essentiell ist. Die transkriptionelle 
Aktivierungsdomäne (TAD) befindet sich am C-Terminus und variiert sowohl in ihrer 
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Länge als auch in ihrer Sequenz innerhalb der STAT Familie.  Diese Domäne ist von 
grundlegender Bedeutung für die Stabilität der STATs und beinhaltet einen Serinrest, 
welcher phosphoryliert werden kann (Clevenger, 2004; Lim & Cao, 2006; Schindler & 
Plumlee, 2008). Die Mitglieder der STAT-Familie können auch in unphosphorylierter 
Form Dimere bilden und liegen dann als Statosom in inaktiver Form im Zytoplasma 
vor (Lim & Cao, 2006). 
                                           
Abbildung 9: Die Struktur der STAT-Proteine. NH2: N-terminale-Domäne, Coiled-coil: coiled-coil-
Domäne, DBD: DNA Bindedomäne, Link: Linker-Domäne, SH2: SH2-Domäne, Y: Tyrosinrest, TAD: 
Transaktivierungsdomäne (nach Schindler & Plumlee, 2008) 
 
1.3.3 Die Struktur und Funktion von STAT1 
Bereits 1998 stellten Chen et al. die Kristallstruktur des phosphorylierten STAT1-
Dimers dar. Die Form des Dimers ähnelt der eines Nussknackers. Die Struktur 
besteht aus vier α-Helices am N-Terminus, die der Protein-Protein Interaktion dienen 
und einem achtsträngigem „β-barrel“, welches die DNA-Bindedomäne beherbergt. 
Ferner besitzt diese Struktur ein α-helikales Verbindungsstück und eine SH2-
Domäne. Das unphosphorylierte STAT1-Dimer liegt hingegen in einer 
„bootähnlichen“ Form vor (Clevenger, 2004; Lim & Cao, 2006). 
 
                    
Abbildung 10: Die Kristallstruktur von STAT1. A) Die Kristallstruktur des „nussknackerförmigen“ 
phosphorylierten STAT1 Dimers. Die coiled-coil Domäne ist magenta-farbend dargestellt, die DBD rot, 
die Linker Domäne grün, die SH2 Domäne gelb, das phosphorylierte Tyrosin weiß. B) Die 






Das STAT1-Protein wird in zwei Isoformen, STAT1α (91 kD) und STAT1β (85 kD), 
exprimiert. Diese entstehen durch alternatives Spleißen. Dabei fehlen STAT1β 39 AS 
der C-terminalen TAD (Schindler & Plumlee, 2008). 
                                 
Abbildung 11: STAT1α/β Proteine und ihre funktionellen Domänen. STAT1 wird alternativ gespleißt 
und kommt in zwei Isoformen vor. STAT1β fehlen 39 AS am C-Terminus. N: N-terminale Domäne, 
CC: coiled-coil Domäne, DNA: DNA Bindedomäne, LK: Linker Domäne, SH2: SH2 Domäne, Y: 
Tyrosinrest, TA: Transaktivierungsdomäne (Lim & Cao, 2006). 
 
1.3.4 Der JAK-STAT-Signalweg 
Die Bindung von Zytokinen induziert die Bildung von Homo- bzw. Heterodimeren des 
Zytokinrezeptors. Dies führt zur Aktivierung rezeptorassoziierter Tyrosin-Kinasen, wie 
den Janus-Kinasen (JAK). In Säugetieren konnten vier JAKs mit einem Molekular-
gewicht von 120-130 kD identifiziert werden (JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2). Sie 
beherbergen sieben JAK-homology (JH)-Domänen, von denen nur die JH1-Domäne 
über eine katalytische Aktivität verfügt. In ihr befindet sich ein regulatorisch 
essentieller Tyrosinrest. Die JH2-Domäne besitzt eine Pseudokinaseaktivität und 
kann mit den Mitgliedern der STAT-Familie interagieren (Schindler & Plumlee, 2008). 
Der N-terminale Bereich ist von grundlegender Bedeutung für die Bindung der Janus-
Kinasen an den Zytokinrezeptor. 
Durch die Autophosphorylierung eines Tyrosinrestes in der intrazellulären Domäne 
des Rezeptors wird die Bindung von inaktiven, zytoplasmatischen STAT-Monomeren 
über die SH2-Domäne an den phosphorylierten Tyrosinrest des Rezeptors 
ermöglicht. Im folgenden Schritt phosphorylieren die JAKs  STAT an spezifischen 
Tyrosinresten. Die aktivierten STAT-Proteine dimerisieren durch reziproke Bindung 
des phosphorylierten Tyrosinrestes an der SH2-Domäne des Bindungspartners. 
Durch die Homo- bzw. Heterodimerisierung kann sich das aktivierte STAT-Dimer 
vom Rezeptor lösen und in den Nukleus translozieren. Dort wird die Transkription 
bestimmter Zielgene durch die Bindung von STAT an eine palindrome Bindestelle 
(GAS-Motiv) aktiviert. Die STAT-Dimere binden mit Hilfe ihrer DNA-Bindedomänen 
(DBD) an das GAS-Motiv (Konsensussequenz TTCN2-4GAA), wodurch es zur 




STAT an die Promotorregion (Leonard & O`Shea, 1998; Clevenger, 2004; Schindler 
& Plumlee, 2008). Ein weiteres STAT-Bindeelement ist ISRE (IFN stimulated 
response element). Es besitzt die Konsensussequenz AGTTTN3TTTC. Daran bindet 
ein multimerer Komplex, genannt ISGF3 (interferon-stimulated gene factor 3), 
bestehend aus STAT1α, STAT1β, STAT2 und p48/IRF-9 (interferon regulatory factor 
9) (Lim& Cao, 2006). 
 
                
Abbildung 12: Der JAK-STAT-Signalweg. Durch die Bindung von IFNα an den Rezeptor kommt es zur 
Bildung von Heterodimeren aus STAT1 und STAT2. Diese bilden ISGF3 aus STAT1, STAT2 und 
IRF9, binden im Zellkern an ISRE-Elemente und aktivieren die Transkription der Zielgene. Die 
Bindung von IFNγ induziert die Bildung von STAT1-Homodimeren. Diese binden im Zellkern an GAS-
Elemente und aktivieren die Transkription entsprechender Zielgene. 
 
1.3.5 Die Regulation der STAT-Proteine 
STAT-Proteine können post-translational, wie zum Beispiel über reversible 
Phosphorylierung, modifiziert werden (Lim & Cao, 2006). Ferner können STATs nach 
der Stimulation mit IFNγ ubiquitiniert und somit für den proteasomalen Abbau 
markiert werden. Eine weitere Modifikation stellt die ISGylierung dar. Dabei wird 
ISG15, ein ubiquitin-ähnliches Protein, das durch eine spezifische Protease 
gespalten und aktiviert. Die Bedeutung dieser Modifikationsform ist bislang 
unbekannt (Lim & Cao, 2006). Die SOCS (suppressor of cytokine signaling)-Familie 
besteht aus acht Mitgliedern, SOCS1-7 und CIS (cytokine-inducible SH2-domain 
proteins). Jedes SOCS Protein besitzt drei Domänen. Einen variablen N-terminalen 
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Teil, eine zentrale phosphotyrosin-bindende SH2-Domäne und ein konserviertes C-
terminales SOCS-Boxmotiv, welches post-translationale Ubiquitinierung vermitteln 
kann. Die SOCS lagern sich nach der Liganden-Bindung an den Zytokinrezeptor an 
verschiedene JAKs. Dadurch regulieren sie die Aktivierung der STAT-Moleküle durch 
die Blockierung der STAT-Bindestellen in diesen JAKs. 
Die Mitglieder der PIAS (peptide inhibitors of activated STATs)-Familie (PIAS1, 
PIAS3, PIASx und PIASy) binden an STATs und verhindern dadurch deren Bindung 
an die DNA. Beispielsweise bindet PIAS1 an STAT1 und moduliert so die 
Transkription von p53. Die Bindung erfolgt zwischen der N-terminalen Domäne von 
STAT1 und der Linker-Domäne von PIAS1. STAT1 kann ferner SUMOyliert werden. 
Dabei fungiert PIAS als E3-Ligase und knüpft SUMO (small ubiquitin-like modifier) an 
Lysin703. Durch IFNγ-Stimulation wird die SUMO-1-Konjugation an STAT1 erhöht. 
SUMOlierung kann die Funktion von Transkriptionsfaktoren wie STAT1 modulieren 
(Clevenger,  2004; Lim & Cao, 2006). Ferner wird phosphoryliertes STAT1 (Serin-
phosphoryliert) durch das Skp1-Cul1-F-Box (β-TRCP) enthaltende CRLβ-TRCP 
ubiquitiniert und infolgedessen proteasomal degradiert (Soond et al., 2008). 
 
 
Abbildung 13: Die Inaktivierung von STAT durch SOCS bzw. PIAS. Die Bindung von Zytokinen löst 
den JAK-STAT-Signalweg aus. Aktivierte JAKs stellen Bindestellen für STATs und SOCS dar. Die 
Aktivierung und Dimerisierung von STAT1 führt zur Expression des SOCS/CIS Gens. Das Genprodukt 
wird zum Rezeptor rekrutiert und konkurriert dort mit STAT1 um die Bindestelle an der JAK und übt 
somit einen negativen Rückkopplungseffekt aus. PIAS bindet im Nukleus an das phosphorylierte 










1.4.1 Die Bedeutung von MicroRNAs 
MicroRNAs (miRNAs) sind eine Klasse von ca. 22 Nukleotiden langen, 
nichtkodierenden RNAs. Sie binden in der 3´UTR (untranslated regions) der Ziel-
mRNA an miRNA recognition elements  (MRE) und regulieren bzw. reprimieren diese 
dadurch. Die meisten miRNAs besitzen ihre eigenen Promotoren nahe der 
Promotorregionen ihrer Zielgene. Nach der Transkription der miRNAs werden diese 
post-transkriptionell durch 5´-Methylguanosin-Capping und Anhängen eines Poly-A-
Schwanzes modifiziert. Die primäre miRNA (pri-miRNA/ primary miRNA) besitzt eine 
Haarnadelstruktur. Diese wird vom RNaseIII-Enzym Drosha und dem RNA-
bindenden Pasha (DGCR8) prozessiert. Dabei bildet Drosha das katalytische 
Zentrum und schneidet eine 70-80 Nukleotide lange, doppelsträngige (ds) RNA mit 
zwei Nukleotiden Überhang am 3´ Ende aus der Haarnadelstruktur heraus. Die dabei 
entstandene prä-miRNA (precursor miRNA) wird mittels Exportin-5, welches an den 
entstandenen 3´ Überhang bindet, unter Mithilfe von Ran-GTP aus dem Nukleus ins 
Zytoplasma transportiert. Dabei wird Ran-GTP durch das zytoplasmatische Ran-
GTPase-Aktivierungsprotein zu Ran-GDP hydrolysiert. Anschließend bindet Dicer 
(dsRNA schneidende RNaseIII) den Nukleotidüberhang der prä-miRNA und 
prozessiert die prä-miRNA in 22 Nukleotide lange dsRNA. In humanen Zellen bindet 
Argonaut 2 (Ago2) an Dicer und das RNA-bindende Protein TRBP. Dieses führt zur 
Bildung des RISC-loading Komplexes (RLC). Dieser ist essenziell, um die miRNA auf 
Ago2 zu übertragen. Ago2, ein Bestandteil von RISC (RNA-induced silencing 
complex) bzw. miRNPs (microribonucleoprotein), bindet einen Strang der Duplex-
miRNA. Dieser wird von Ago2 unter ATP-Verbrauch gespalten, so dass sich der 
Einzelstrang mit komplementären Abschnitten der mRNA paaren kann. Dieser 
Komplex reguliert die Translation seiner Zielgene möglicherweise durch die Bindung 
des RISC an Polyribosomen. Dadurch wird die Translation der mRNA des Zielgens 
angehalten (Carmell & Hannon, 2004; Cullen, 2004; Murchison & Hannon, 2004; 
Kiriakidou et al., 2007; Roush & Slack, 2008; Wang et al., 2009). Eine weitere 
Hypothese besagt, dass das Argonaut-Protein Ago2, Bestandteil des RISC/miRNP-
Komplexes, an multiple MRE in der mRNA des Zielgens bindet. Dabei kompetetiert 
Ago2 mit eIF4E (eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor) um die Bindung an der 
Methylguanosinkappe der Ziel-mRNA. Kommt Ago2 im Überschuss vor, bindet die 
 
 23 
Methylguanosinkappe der mRNA bevorzugt an Ago2. Daraus resultiert eine Inhibition 
der Translation (Pillai et al., 2005; Kiriakidou et al., 2007). 
 
      
            
Abbildung 14: Der miRNA Pathway. Das Primärtranskript (pri-miRNA) wird durch Drosha (RNaseIII-
Nuklease) in prä-miRNA prozessiert. Exportin transportiert die prä-miRNA unter Hydrolyse von Ran-
GTP zu Ran-GDP ins Zytoplasma. Dort schneidet die Nuklease Dicer aus der prä-miRNA  eine ca. 22 
Nukleotide lange doppelsträngige miRNA heraus. Diese wird von RISC gebunden. Einer der 
Einzelstränge wird in den RISC-Komplex inkorporiert.  
 
1.4.2 Die let-7-Familie 
Bei der Untersuchung von Mutanten in Caenorhabditis elegans, die Defekte in der 
Regulation der Larvalentwicklung aufwiesen, wurden zwei Familien von miRNAs 
entdeckt und als let-7 (lethal-7) sowie lin-4 bezeichnet (Cullen, 2004). Zunächst 
wurde vermutet, dass let-7 ausschließlich an der Entwicklung von C. elegans beteiligt 
ist.  Die neue Klasse von Regulatoren wurde daher zunächst stRNA (small temporal 
RNA) genannt. Diese Art von RNA wurde ferner in Würmern, Fliegen und 
menschlichen Zellen detektiert. Heute weiß man, dass diese Klasse von RNAs die 
Expression einer Vielzahl von Zielgenen steuert (Torrisani et al., 2007). 
Im humanen Genom existieren 12 Loci, die in Clustern auf acht Chromosomen 
organisiert sind, welche miRNAs der let-7-Familie kodieren. Zur let-7-Familie 
gehören let-7a-1, let-7a-2, let7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2, let-7g, 
let-7i und miR-98. Let-7 fungiert als Tumorsuppressor, indem es RAS, HMGA2 und 




Abbildung 15: Die Lokalisation der  Gene der let-7-Familie. Die Gene der Mitglieder der let-7-Familie 
sind in Clustern auf acht Chromosomen lokalisiert (Park et al., 2007). 
 
Tabelle 4: Die Lokalisation der CSN-Untereinheiten, c-Myc, STAT1 und der Mitglieder der let-7-
Familie im humanen Genom und deren Locus (Quelle: NCBI, National Center for Biotechnology 
Information). Die Mitglieder der let-7-Familie befinden sich in Clustern auf acht Chromosomen. Sie 
sind jedoch auf anderen Chromosomen als die CSN-Untereinheiten, c-Myc und STAT1 kodiert. 
Gen Chromosom Locus Gen Chromosom Locus 
CSN1 17 17q25.3 let-7-a1 9 9q22.32 
CSN2 15 15q21.2 let-7-a2 11 11q24.1 
CSN3 17 17p11.2 let-7-a3 22 22q13.31 
CSN4 4 4q21.22 let-7b 22 22q13.31 
CSN5 8 8q13.1 let-7c 21 21q21.1 
CSN6 7 7q22.1 let-7d 9 9q22.32 
CSN7A 12 12p13.31 let-7e 19 19q13.41 
CSN7B 2 2q37.1 let-7f-1 9 9q22.32 
CSN8 2 2q37.1 let-7f-2 X Xp11.22 
   let-7g 3 3p21.11 
c-Myc 8 8q24.21 let-7i 12 12q14.1 
STAT1 2 2q32.2 miR-98 X Xp11.22 
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In Wirbeltieren existieren zwei Gene Lin28 (Lin28A) und Lin28B, die in C. elegans 
entdeckt wurden und mit let-7 interagieren. Die RNA-bindenden Proteine Lin28 und 
Lin28B sind zytoplasmatisch lokalisiert und dienen als selektive post-transkriptionelle 
Repressoren von let-7, welche dessen Biogenese inhibieren (Piskounova, 2008; 
Viswanathan et al., 2008; Hagan et al., 2009). Dabei vermittelt Lin28 eine terminale 
Uridylierung durch Bindung an prä-let-7 miRNAs. Diese führt zur Rekrutierung der 
terminalen Uridyl-Transferase (TUTase: Zcchc11/TUT4), die an ein Tetranukleotid-
Sequenz Motiv (GGAG) bindet und den Poly-U-Schwanz anfügt. Das Anhängen des 
Poly-U-Schwanzes am 3´Ende der prä-miRNA inhibiert die Dicer-Aktivität und 
markiert let-7 für den Abbau (Heo, 2008; Hagan, 2009). In C. elegans wird die 
Uridylierung durch Lin28 und die Poly-U-Polymerase PUP-2 reguliert (Heo, 2009; 
Lehrbach et al., 2009). Die let-7 Primärtranskripte werden in C. elegans an der SL 
(spliced leader)-Sequenz am 5´Ende der mRNAs gespleißt. Dadurch wird die 
Struktur der miRNA-Primärtranskripte beeinflusst und Strukturen entfernt, die bei der 
Reifung der miRNA stören (Bracht et al., 2004).  
 
          
    
Abbildung 16: Model der Reifung und Regulation von let-7. Die prozessierte prä-miRNA wird ins 
Zytoplasma transportiert. Dort wird sie entweder von Dicer in reife miRNA überführt, die in RISC 
inkorporiert wird und auf Ziel-mRNA wirken kann. Des Weiteren kann sie von Lin28 gebunden werden. 
Dieses induziert durch Rekrutierung einer TUTase (Zcchc11 bzw. TUT4) die Poly-Uridylierung. Der 
Poly-U-Schwanz der up-miRNA (uridylierte prä-miRNA) ist ein Signal zur Degradation der miRNA 
(nach Heo et al., 2008 & Heo et al., 2009). 
 
1.4.3 c-Myc und dessen Wechselwirkungen mit let-7 
Das Proto-Onkogen c-Myc ist ein Regulator der Expression bestimmter Zielgene. 
Ferner ist es an zellulären Prozessen wie der Apoptose, Differenzierung der Zelle 
oder der Zellproliferation beteiligt (Sears, 2004). Als Transkriptionsaktivator 
dimerisiert es mit Max (myc-assoziierter Faktor X) sowie weiteren DNA-




Eisenman, 2008; Meyer & Penn, 2008). Am N-terminalen Terminus von c-Myc 
befindet sich seine Transaktivierungsdomäne. In dieser Region befinden sich 
Threonin- und Serin-Reste (Thr58; Ser62), an denen c-Myc durch die GSK3 
(glycogen synthase kinase)  bzw. CDK Kinase phosphoryliert werden kann. Diese 
Modifikationen regulieren die Aktivität und Stabilität von c-Myc. Aufgrund von 
äußeren, proliferativen Stimuli wird c-Myc am Serin-Rest (Ser62) phosphoryliert. 
Diese Modifikation erhöht die Stabilität des Transkriptionsfaktors (Dang et al., 1999; 
Meyer & Penn, 2008). Die Phosphorylierung des Threonin-Restes (Thr58) durch die 
GSK3-Kinase bewirkt die Bindung des CRLFBW7-Komplexes und resultiert in der 
Ubiquitinierung und dem folgenden proteasomalen Abbau von c-Myc (Sears, 2004; 
Welcker et al. 2004; Meyer & Penn, 2008; Kitagawa et al,. 2009). Der C-Terminus 
beherbergt eine helix-loop-helix leucine zipper-Domäne (HLH/LZ), über welche  
c-Myc mit Max interagieren kann. Ferner kann das Myc/Max-Dimer über die 
Transaktivierungsdomäne von c-Myc an Bindestellen von dessen Zielgenen binden 
und deren Transkription aktivieren. Dabei bindet das Dimer mit hoher Affinität an E-
Boxen mit dem Konsensusmotiv 5´-CACGTG-3´ (Dang et al., 1999; Meyer & Penn, 
2008). 
Die Aktivierung der Genexpression von c-Myc wird durch β-Catenin reguliert. Die 
Aktivität von β-Catenin wird über den Wnt-Signalweg gesteuert. Dabei wird β-Catenin 
in Abwesenheit von Wnt durch die GSK3 Kinase phosphoryliert und für den 
proteasomalen Abbau markiert. In Anwesenheit von Wnt kommt es zu einer 
Akkumulation von β-Catenin im Zytoplasma. Daraufhin wird β-Catenin in den 
Nukleus transportiert, wo es nach Bindung des Transkriptionsfaktors Tcf/Lef die 
Transkription seiner Zielgene, wie z. B. c-Myc, aktiviert (Dang et al., 1999; Kikuchi et 
al., 2000; Huang et al., 2009). 
Die Expression der Myc-Familie wird von RNA-bindenden Proteinen (RBP) und 
miRNAs post-transkriptionell reguliert (Sampson et al., 2007). Das RBP HuR (human 
antigen R) rekrutiert let-7/RISC an spezielle Bereiche der 3´UTR der c-Myc mRNA, 
bindet dort und reprimiert dessen Translation. Dieser Vorgang ist abhängig vom HuR 
Level. Ist der HuR Gehalt der Zelle hoch, wird die c-Myc-Translation reprimiert. Ist 
hingegen wenig HuR vorhanden, wird die Affinität von let-7/RISC zur 3´UTR von  
c-Myc reduziert und c-Myc translatiert (Kim et al., 2009). 
Die Aktivierung von c-Myc führt zu einer Repression vieler miRNA Gene, wie die der 
let-7-Familie. Dabei bindet c-Myc an den Promotor dieser Gene und reprimiert so die 
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Transkription dieser Gene. Des Weiteren bindet c-Myc den Lin28B Promotor und 
aktiviert dessen Transkription. Das RNA-bindende Protein Lin28B kann mit der 
Schleifenregion der Haarnadelstruktur der let-7 Vorläuferform interagieren und 




Das COP9 Signalosom ist ein hochkonservierter Proteinkomplex, bestehend aus 
acht Untereinheiten. Es ist ein wichtiger Bestandteil des Ubiquitin-Proteasom-
Systems. Dabei vermittelt die Untereinheit CSN5 des Signalosoms die Abspaltung 
des ubiquitin-ähnliche Proteins Nedd8 und reguliert somit die Stabilität und Aktivität 
der Cullin RING Ubiquitin Ligasen. Die Funktion und der Aufbau des CSN sind 
aufgrund vieler Studien gut untersucht worden. Der Mechanismus der Biogenese und 
der Assemblierung ist bis heute jedoch unbekannt. In der hier vorgelegten 
Promotionsarbeit sollte die Regulation der Biogenese des COP9 Signalosoms 
untersucht werden. 
Zu Beginn dieser Arbeit gab es keine Anhaltspunkte über mögliche an der Biogenese 
beteiligte Faktoren. Durch Vorversuche konnte lediglich eine Co-Regulation der 
CSN-Untereinheiten durch die Überexpression einzelner Untereinheiten auf 
Proteinebene in HeLa-Zellen gezeigt werden. Zunächst sollten durch weitere 
Überexpressionsversuche mögliche Regulatoren der CSN-Biogenese definiert 
werden. Durch geeignete Experimente sollten diese im Folgenden charakterisiert 
werden. 
 
Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragestellungen waren: 
 Gibt es Faktoren, welche die Biogenese des CSN beeinflussen? 
 Wie werden diese Faktoren reguliert? 










Aceton Roth (Karlsruhe, D) 
AG490 Calbiochem (Darmstadt, D) 
AG9 Calbiochem (Darmstadt, D) 
Agar Applichem (Darmstadt, D) 
Agarose Roth (Karlsruhe, D) 
Ampicillin Sigma-Aldrich (München, D) 
APS Roth (Karlsruhe, D) 
ATP Invitek (Berlin, D) 
BSA Roth (Karlsruhe, D) 
CaCl2 Applichem (Darmstadt, D) 
DEPC Roth (Karlsruhe, D) 
DMSO Applichem (Darmstadt, D) 
EDTA Applichem (Darmstadt, D) 
Essigsäure Applichem (Darmstadt, D) 
Ethanol 70%, vergällt Applichem (Darmstadt, D) 
Ethanol 96% Applichem (Darmstadt, D) 
Ethidiumbromid Roche (Mannheim, D) 
G418 Calbiochem (Darmstadt, D) 
Glukose Applichem (Darmstadt, D) 
Glycerin Roth (Karlsruhe, D) 
Glycin Applichem (Darmstadt, D) 
Hefeextrakt Applichem (Darmstadt, D) 
IFNα 2b (rekombinant) Biomol (Hamburg, D) 
IFNγ (rekombinant) Biomol (Hamburg, D) 
Isopropanol Applichem (Darmstadt, D) 
KCl Applichem (Darmstadt, D) 
KH2PO4 Applichem (Darmstadt, D) 
Lipofectamine 2000 Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Lipofectamine LTX & Plus Reagent Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Methanol Applichem (Darmstadt, D) 
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MgCl2 Applichem (Darmstadt, D) 
Milchpulver  Applichem (Darmstadt, D) 
Na2HPO4 Applichem (Darmstadt, D) 
Natriumazid Applichem (Darmstadt, D) 
NaOH Applichem (Darmstadt, D) 
NaCl Applichem (Darmstadt, D) 
Natriumdesoxycholat Applichem (Darmstadt, D) 
NP-40 Applichem (Darmstadt, D) 
Orange G Applichem (Darmstadt, D) 
PMSF Roth (Karlsruhe D) 
Polyacrylamid Roth (Karlsruhe, D) 
Ponceau Applichem (Darmstadt, D) 
Puromycin Applichem (Darmstadt, D) 
SDS Serva (Heidelberg, D) 
TCA Applichem (Darmstadt, D) 
Temed Roth (Karlsruhe, D) 
Tris Applichem (Darmstadt, D) 
Triton X-100 Applichem (Darmstadt, D) 
Trypton Applichem (Darmstadt, D) 
Tween 20 Applichem (Darmstadt, D) 
 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
96-well Platten Microplates Greiner Bio-One  
(Frickenhausen, D) 
Acrylküvetten  Plastibrand, UV Küvette Micro Brand (Wertheim, D) 
ECL ECL Pierce/ Thermo Scien-
tific (Rockland, USA) 
dNTPs je 10 mM Fermentas  
(St. Leon-Rot, D) 
Feindosierungsspritzen Omnifix- F 1 ml Braun (Melsungen, D) 




Gradienten-Gel & Native 
Buffer Strips 
4-15 % Gradient Gel GE-Healthcare 
(Uppsala, S) 
Nitrocellulosemembran Protran Whatman (Dassel, D) 
Pipettenspitzen 10 µl, 100 µl, 1 ml 
10 µl; 100 µl; 1 ml Mµlti guard 
Sarstedt (Nümbrecht, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Reaktionsgefäße 0,1 ml strip-tubes & caps 
 
500 µl 
1,5 ml, 2 ml 
1,5 ml Bio-Cert 
15 ml, 50 ml 
ITF-Labortechnik 
(Wasserburg, D) 
Eppendorf (Hamburg, D) 
Sarstedt (Nümbrecht, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, D) 
Röntgenfilme X-Omat UV-Film Kodak, Fa. Bode 
(Berlin, D) 
SDS-Ladepuffer Roti-Load1 Roth (Karlsruhe, D) 
Ultrazentrifugenröhrchen Polyclear Röhrchen Beranek (Weinheim, D) 
Zellkulturschalen 12-well; 6-well; 10 cm; 14,5 cm Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, D) 




Gelextraktionskit Gene Matrix Agarose Out DNA 
Purification Kit 
EURx (Gdansk, Pl) 
Plasmid-Isolations-Kit Invisorb Spin Plasmid Mini Two 
Endofree Plasmid Maxi Kit  
Invitek (Berlin, D) 
Qiagen (Hilden, D) 









DNA-Polymerase Opti-Taq Polymerase Roboklon (Berlin, D) 
DNaseI DNaseI Fermentas  
(St. Leon-Rot, D) 
Real-Time PCR 
Polymerase 
Light Cycler Fast Start DNA 
Master SYBR GreenI 
Roche (Mannheim, D) 








DNA-Größenstandard Gene Ruler 100 bp DNA ladder 
 
Gene Ruler 1 kb DNA ladder 
Fermentas  
(St. Leon-Rot, D) 
Fermentas  
(St. Leon-Rot, D) 
Protein-Größenstandard PAGE Ruler prestained protein 
ladder 
Fermentas  
(St. Leon-Rot, D) 
 
3.1.6 Primer 
Alle Primer wurden von der Firma Biotez (Berlin, D) synthetisiert. In der 
nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten Primerpaare für die cDNA-Synthese, 
die semiquantitative PCR bzw. die quantitative Real-Time PCR aufgeführt. 
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Tabelle 5: Die verwendeten Primer für die semiquantitative PCR bzw. für die cDNA-Synthese. 
Primer vorwärts 5’-3’ rückwärts 5’-3’ 
Oligo dT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV  
ACTB  
AAT CTG GCA CCA CAC CTT 
CTA C 
ACT CGT CAT ACT CCT GCT 
TGC T 
CSN1  
GAA CTA CAA GGG CAA CTC 
CAT C 
GGG ACT TGA CAT GGA TCT GG
 
Tabelle 6: Die verwendeten Primer für die quantitative Real-Time PCR. 
Primer vorwärts 5’-3’ rückwärts 5’-3’ 
RT ACTB 
GGG ACC TGA CTG ATC ACC 
TCA 
AGG CAG CTC GTA GCT CTT 
CTC 
RT c-Myc  
CAG CGA CTC TGA GGA GGA 
AC 
GGA TAG TCC TTC CGA GTG 
GAG 
RT CSN1  
TCT CCA GCA GCT CCT TCA 
AGT TGT 
TGA AAT ACT  GGA TGA GGG 
CAC GGT 
RT CSN2  
TAC GCC AGT TAC ATC AGT 
CGT G 
CTC CCA TAA TCA GTG GAT 
GAG G 
RT CSN5  
GAA CTG GCC AAC ATG CAG 
GAA 
AGA CCC ATC ACT TCC AAG 
TTG CCT 
RT CSN6  
TCG AGG TGA TGA ACT CCT 
TTG A 
AAA CTC CAG CTC CTT GAA 
CAC C 
RT CSN8  CTT TGC CCT GGT CTC TCA AG 
CCG TCA GTC TGG CTA ACT 
GCT 





Anti-ACTB Maus, monoklonal, WB 1:10000, Santa Cruz (Heidelberg, D) 
Anti-c-Myc Kaninchen, polyklonal, WB 1:1000, Santa Cruz (Heidelberg, D) 
Anti-CSN1 Kaninchen, polyklonal, WB 1:5000, Enzo Life Science  
(Lörrach, D) 
Anti-CSN2 Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, Uhle et al., 2003 
Anti-CSN5 Maus, monoklonal, WB 1:5000, von B. Christy 
Anti-CSN6 Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, Enzo Life Science 
(Lörrach, D) 
Anti-CSN7a Kaninchen, polyklonal, WB 1:2000, Uhle et al., 2003 
Anti-CSN8 Kaninchen, polyklonal, WB 1:3000, Enzo Life Science  
(Lörrach, D) 
Anti-Cul1 Kaninchen, polyklonal, WB 1:500, Santa Cruz (Heidelberg, D) 
Anti-Flag Maus, monoklonal, WB 1:1000 Sigma Aldrich (München, D) 
Anti-Gankyrin Kaninchen, polyklonal, 1:1000, Enzo Life Science (Lörrach, D) 
Anti-Lin28B Kaninchen, polyklonal, 1:60, Abcam (Cambridge, UK) 
Anti-PSMD5 Ziege, polyklonal, 1:1000, Santa Cruz (Heidelberg, D) 
Anti-STAT1 Maus, monoklonal, WB 1:500, Santa Cruz (Heidelberg, D) 
Anti-STAT1(Y701) Maus, monoklonal, WB 1:2000, Zymed (San Francisco, USA) 
 
3.1.8 Sekundärantikörper 
Anti-Kaninchen POD WB 1:2000, Seramun (Heidesee, D) 
Anti-Maus POD WB 1:2000, Seramun (Heidesee, D) 
Anti-Ziege POD WB 1:2000, Sigma Aldrich (München, D) 
 
3.1.9 3.1.9 Vektoren 
pcDNA3.1 Flag Michael Naumann (Magdeburg, D) 
pcDNA3.1 Flag-CSN2 Huang et al., 2005 
pcDNA3.1 HisC Invitrogen (Karlsruhe, D) 
pcDNA3.1 HisC-CSN1 Peth et al.2, 2007 
pSuperCTL Oliver Krämer (Krämer et al., 2006)(Jena, D) 





3.1.10 verwendete siRNA 
Tabelle 7: Der  Name, die Sequenz und die Herkunft der verwendeten siRNAs. 
siRNA Sequenz Hersteller 
Lin28b si1 GGA AGG AUU UAG AAG CCU A MWG (Ebersberg, D) 
Lin28b si2 GCA GAG AUC UCA GAA CGG U MWG (Ebersberg, D) 
siGFP GCA GAA GAA CGG CAU CAA G Schulze et al., 2005 
sic-Myc  von W. Henke 
 
3.1.11 verwendete miRNA Hairpin Inhibitoren 
Tabelle 8: Der Name und die Herkunft der verwendeten miRNA Hairpin Inhibitoren. 
miRNA Inhibitor Hersteller 
let-7-a1 Dharmacon (Surrey, UK) 
let-7c Dharmacon (Surrey, UK) 
let-7e* Dharmacon (Surrey, UK) 
let-7f Dharmacon (Surrey, UK) 
let-7i Dharmacon (Surrey, UK) 
Hairpin Inhibitor Negative Control #1 Dharmacon (Surrey, UK) 
 
3.1.12 3verwendete miRNA-Mimics 
Tabelle 9: Der Name und die Herkunft der verwendeten miRNA-Mimics. 
miRNA-Mimics Hersteller 
let-7-a1 Dharmacon (Surrey, UK) 
Mimic Negative Control #1 Dharmacon (Surrey, UK) 
 
3.1.13 Puffer 
5 x DNA Ladepuffer 50 % (v/v) Glycerol; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,4 % (w/v) Xylen-
Orange G in 1 x TAE 
10 x TAE 40 mM Tris; 20 mM EDTA; Essigsäure, pH 8,5  
Blotpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 10 % (v/v) Methanol, pH 8,3 
Magermilchlösung 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS 
Monolysispuffer 50 mM Tris/HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 
1 mM EDTA; 2 mM ATP; 5 mM MgCl2; 10 μg/ml Aprotinin; 
1 mM PMSF 
PBS 8 g NaCl; 1,35 g Na2HPO4; 0,2 g KH2PO4, pH 7,4 (in 1 Liter) 
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PBST PBS + 0,1 % Tween 20 
Ponceaufärbelösung 0,2 % Ponceau S;  5 % Trichloressigsäure 
Puffer A 20 mM Tris; 50 mM KCl; 10 % (v/v) Glycerol; 
1 mM β-Mercaptoethanol, pH 7,2 
Puffer B3 20 mM Tris; 50 mM KCl; 40 % (v/v) Glycerol; 
1 mM β-Mercaptoethanol, pH 7,2 
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS  
Strippingpuffer 62,5 mM Tris/HCl, pH 6,7; 100 mM β-Mercaptoethanol; 
2 % SDS 
Triplelysispuffer 50 mM Tris/HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl;  
0,5 % Natriumdesoxycholat; 0,1 % SDS; 1 % NP-40;  
0,02 % Natriumazid; 10 μg/ml Aprotinin; 1 mM PMSF 
Sämtliche Puffer wurden mit A. dest angesetzt. 
 
3.1.14 Medien 
LB  1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % NaCl, 
pH 7,5 
LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % Agar  
SOC-Medium 2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 
2,5 mM KCl, pH 7,0; 10 mM MgCl2; 20 mM Glukose 
Dem Medium wurde zur Selektion Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml 
zugefügt. 
 
3.1.15 Zellkulturmedien und Zusätze 
Isocove´s MEM Biochrom (Berlin, D) 
FCS Biochrom (Berlin, D) 
L-Glutamin Biochrom (Berlin, D) 
Opti-MEM1 + Glutamax1 Gibco (Karlsruhe, D) 
PBS Biochrom (Berlin, D) 
Penicillin/Streptomycin Gibco (Karlsruhe, D) 
RPMI 1640 Biochrom (Berlin, D) 
Trypanblau Roche (Mannheim, D) 





3.1.16 Escherichia coli Stämme 
DH5α Invitrogen (Karlsruhe, D) 
 
3.1.17 Eukaryotische Zelllinien 
B8-CSN2 adhärente, murine Fibroblastenzelllinie, stabil mit Flag-
CSN2 transfiziert 
B8-Flag adhärente, murine Fibroblastenzelllinie, stabil mit Flag-
Leervektor transfiziert 
HeLa adhärente, humane Cervixkarzinomzelllinie 
siCSN1 adhärente, humane Cervixkarzinomzelllinie (HeLa), 
stabil transfiziert mit siCSN1-Vektoren  
siGFP adhärente, humane Cervixkarzinomzelllinie (HeLa), 
stabil transfiziert mit siGFP-Vektoren 
 
3.1.18 Geräte 
Agarosegelkammer horizontal Renner GmbH (Dannstadt, D) 
Bilddokumentation UV-Systeme Intas (Göttingen, D) 
Feinwaage BP221S Sartorius (Göttingen, D) 
Heizbad 1092 GFL (Burgwedel, D) 
Inkubator (Zellkultur) Hera Cell Heraeus (Hanau, D) 
Kühlzentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus (Hanau, D) 
Magnetrührer MR 3001 K Heidolph (Schwabach, D) 
Mikroskop Wilovert S Hund (Wetzlar, D) 
Mikrotiterplattenscanner Synergy HT Bio TEK (Bad Friedrichshall, D) 
Nativgelelektrophorese Phast System Pharmacia Biotec (Uppsala, S) 
PCR-Thermocycler T Personal Biometra (Göttingen, D) 
pH-Meter WTW pH330 WTW (Weilheim, D) 
Photometer Ultraspec 1000 Pharmacia Biotec (Uppsala, S) 
Power Supplier Power Pac 300 Bio-Rad (München, D) 
Pumpe LKB Pump P-1 Pharmacia Biotec (Uppsala, S) 
Real-Time PCR Cycler RG 3000 Corbett Research 
(Mortlake, Aus) 
Schüttler Unimax 2010 Heidolph (Schwabach, D) 
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SDS-PAGE System Mini Protean Cell 3 Bio-Rad (München, D) 
Tischzentrifuge Biofuge fresco 
Fresco 17 
Heraeus (Hanau, D) 
Heraeus (Hanau, D) 
Ultrazentrifuge L7-55 Ultracentrifuge 
Rotor: SW40 
Beckman Coulter (Krefeld, D) 
Vortexer Reax control Heidolph (Schwabach, D) 
Waage BP610 Sartorius (Göttingen, D) 
Wasserbad C10 Haake (Karlsruhe, D) 
Western Blot-System Mini-Trans-Blot Elec-
trophoretic Transfer Cell 
Bio-Rad (München, D) 
Zellkulturbank PEA PEA (Koblenz, D) 
 
3.1.19 verwendete Software 
Microtiterplatterscanner KC4 V3.4 Bio TEK  
(Bad Friedrichshall, D) 
Real-Time PCR Rotor Gene  
Version 4.6 
Corbett Research  
(Mortlake, Aus) 
Statistik GraphPad Prism 4 
Version 4.03 
GraphPad Software Inc. 
(La Jolla,  USA) 
 
3.1.20 verwendete Software für die miRNA-Analyse 
MicroCosm Targets Version 5 http://www.ebi.ac.uk/enright-
srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
MicroInspector Version 1.5 http://bioinfo.uni-
plovdiv.bg/microinspector/ 
miRBase Sanger microRNA Database http://www.mirbase.org/ 
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3.2 Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.1 Anzucht von E. coli Stämmen 
Eine Einzelkolonie wurde von einer LB-Agarplatte mittels eines sterilen Zahnstochers 
in 10 ml LB-Flüssigmedium unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums 
übertragen und über Nacht bei 180 rpm und 37 °C geschüttelt. 
 
3.2.2 Anlegen von Glycerinkulturen 
Von einer Übernachtkultur wurden 1,5 ml Bakteriensuspension in ein 
Eppendorfgefäß überführt und für 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet 
wurde in 50 µl LB-Medium resuspendiert und mit 40 % Glycerin versetzt, gemischt 
und bei -80 °C gelagert. 
 
3.2.3 Herstellung von kompetenten Zellen  
Vom E. coli Stamm DH5α wurde eine Übernachtkultur angesetzt und bei 37 °C 
geschüttelt. Diese wurde am folgenden Morgen 1:100 in 500 ml LB-Flüssigmedium 
verdünnt und bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer OD600 von 0,5 geschüttelt. 
Anschließend wurden die Zellen für 15 min mit NaCl auf Eis inkubiert und danach für 
8 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 200 ml eiskaltem 0,1 M MgCl2  
resuspendiert und für 8 min bei 4 °C und 6000 rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Pellet in eiskaltem 0,1 M CaCl2 gelöst, 30 min auf Eis 
inkubiert und 8 min bei 4 °C und 5500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml 
0,1 M CaCl2 und 2,5 ml 87 % Glycerol aufgenommen, zu 100 µl aliquotiert und bei     
-80 °C gelagert. 
 
3.2.4 Transformation durch Hitzeschock 
Kompetente Zellen wurden für 15 min auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden  
5-10 ng Plasmid dazugegeben und zusammen erneut für 15 min auf Eis inkubiert. 
Danach wurden die Zellen für 30 sek bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt und 
anschließend 2 min auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe vom 1 ml SOC-Medium wurden 
die Zellen für 1 h bei 37 °C geschüttelt, auf selektiven LB-Agarplatten ausgestrichen 





3.2.5 Plasmid- Minipräparation  
Für die Plasmidpräparation wurden 2 ml einer Übernachtkultur verwendet und die 
Plasmide mit dem Plasmid Mini Kit der Firma Invitek nach Herstellerangaben isoliert. 
Die Plasmide wurden in A. bidest gelöst. 
 
3.2.6 Plasmid- Maxipräparation  
Zunächst wurde eine 3 ml Vorkultur angelegt, von dieser 2,5 ml 1:100 in LB-
Flüssigmedium unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums überführt und über 
Nacht bei 37 °C bei 180 rpm geschüttelt. Die Plasmidpräparation erfolgte mit dem 
EndoFree Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. Die Aliquots 
wurden bei -80 °C gelagert. 
 
3.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR Ansätze wurden nach folgendem Schema pipettiert: 
 
5 µl 10 x Puffer B (15 mM MgCl2) 
1,5 µl vorwärts  Primer (10 µM) 
1,5 µl rückwärts Primer (10 µM) 
1,5 µl dNTPs (10 mM) 
10 ng cDNA/Plasmid 
0,5 µl  Opti-Taq Polymerase 5 U/µl 
ad 50 µl A. dest 
 
Das Programm des Thermocyclers wurde entsprechend der Fragmentgröße des 
erwarteten Amplifikats erstellt. Dabei wurde davon ausgegangen, dass 1 kb/ 1 min 
geschrieben wurde. Die Anlagerungstemperatur Ta war dabei primerspezifisch.  
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Tabelle 10: Die verwendeten Einstellungen des Thermocyclers für die PCR. 
Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
Denaturierung 95 °C 3 min 1 
Denaturierung 95 °C 1 min 
Primer Anlagerung Ta 1 min 
Verlängerung 72 °C 1 min/1 kb 
 
25-35 
Endverlängerung 72 °C 5 min 1 
Kühlschritt 4 °C ∞ 1 
 
Die PCR Produkte wurden in einem 1 % Agarosegel bei 90 V aufgetrennt. 
 
3.2.8 Agarosegelelektrophorese 
Die DNA-Fragmente wurden in einem 1 % Agarosegel unter Zugabe von 0,75 µg/ml 
Ethidiumbromid bei 90 V in 1 x TAE-Puffer aufgetrennt. Dabei wurden die Proben mit 
5 x DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Größenstandard 
wurde ein 100 bp  (Fermentas) oder 1 kb (Fermentas) Marker verwendet. 
 
3.2.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht mittels 
eines Skalpells aus dem Gel herausgeschnitten und das Gewicht ermittelt. Die 
Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des Gene Matrix Agarose Out DNA Purification Kit der 
Firma EURx nach Herstellerangaben. 
 
3.2.10 Restriktionsverdau von DNA 
Um die DNA an spezifischen Stellen zu schneiden, wurden 2 µg mit 1 U des 
entsprechenden Restriktionsenzyms für 3 h bei 37 °C inkubiert und die entstandenen 
Fragmente anschließend zur Analyse auf einem Agarosegel aufgetrennt. Für einen 
Doppelverdau wurde der entsprechende optimale Puffer verwendet. Die eingesetzte 
Enzymmenge durfte dabei 10 % des Gesamtvolumens nicht überschreiten. Konnte 
kein optimaler Puffer gefunden werden, wurde der Ansatz nach dem ersten 




2 µl 10 x Puffer 
2 µl  BSA 
2 µg DNA/Plasmid 
1 U Restriktionsenzym 
ad 20 µl A. dest 
 
3.2.11 DNA-Fällung mit Ethanol 
Der zu fällende Ansatz wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und  
2,5 x Volumen 96 % Ethanol für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend 30 min 
bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde im Folgenden zweimal mit  
70 % Ethanol gewaschen, danach an der Luft getrocknet und in A. bidest eluiert. 
 
3.2.12 RNA-Präparation 
Die Isolierung der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen aus den 
entsprechenden Zellen nach Herstellerangaben. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert. 
 
3.2.13 DNaseI Verdau 




Von der isolierten RNA wurde die Konzentration bestimmt und die RNA auf 
Trockeneis zur Firma Miltenyi geschickt. Die Prozessierung der Microarrays sowie 
die Auswertung der Arrays erfolgte durch die Firma Miltenyi. 
 
3.2.15 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 
Die Konzentration der Nukleinsäuren wurde bei 260 nm mit Hilfe eines Photometers 
bestimmt. Dabei gilt vereinfacht nach dem Lambert-Beerschen Gesetz bei einer 
Absorption von 1 für dsDNA 50 µg/ml, ssDNA 37 µg/ml und für RNA 44 µg/ml. 
Um die Reinheit der RNA zu bestimmen, wurde bei den Wellenlängen 260 nm und 
280 nm die Absorption gemessen. Dabei sollte die Ratio zwischen 1,9 und 2,0 in  




3.2.16 cDNA Synthese 
Nach der Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA wurden gleiche Mengen 
an RNA mittels reverser Transkriptase (M-MLV, Promega) in cDNA umgeschrieben: 
 
1 µg cDNA 
3 µl Oligo dT Primer 
ad 14 µl A. dest DEPC 
 
Das cDNA-Gemisch wurde für 5 min bei 70 °C im Thermocycler inkubiert und 
anschließend 5 min auf Eis abgekühlt. Danach wurden folgende Komponenten 
zugefügt: 
 
5 µl 5 x Reaktions Puffer 
1,25 µl 10 mM dNTPs 
1 µl M-MLV RT (H-) 
1 µl RNasin 
ad 25 µl A. dest DEPC 
  
Der Ansatz wurde wie folgt inkubiert und danach bei -20 °C gelagert: 
 
Tabelle 11: Die Einstellungen das Thermocyclers für den ersten Schritt der cDNA-Synthese.  
Temperatur Zeit 
42 °C 1 h 
70 °C 10 min 
4 °C ∞ 
 
3.2.17 Real-Time PCR 
Für die Real-Time PCR wurden je Ansatz 15 ng cDNA verwendet: 
2,2 µl nukleasefreies Wasser 
0,5 µl vorwärmst Primer (10 µM) 
0,5 µl rückwärts Primer (10 µM) 
0,8 µl MgCl2 (25 mM) 
1 µl DNA Master Mix 




Der Master Mix enthielt als Farbstoff SYBR Green, der während der PCR in die DNA 
interkaliert. Dadurch steigt die Fluoreszenz mit jedem Zyklus an, was wiederum mit 
der Zunahme der DNA-Menge korreliert. 
 
Tabelle 12: Die Einstellungen das Thermocyclers für den zweiten Schritt cDNA-Synthese.  
Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
Denaturierung 95 °C 10 min 1 
Denaturierung 95 °C 10 sek 
Primer Anlagerung Ta 10 sek 




 Ta, die Anlagerungstemperatur, wurde dabei je nach Primer spezifisch gewählt und 
variiert daher bei den Experimenten abhängig davon, welcher Primer benutzt wurde. 
Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung im Rotor Gene RG3000 von Corbett 
Research. 
 
3.3 Proteinbiochemische Methoden 
 
3.3.1 Bestimmung der Proteinmenge 
Zur Bestimmung der Proteinmenge wurden die Zellen mit Triplelysispuffer (SDS-
PAGE) oder Monolysispuffer (Native-PAGE) lysiert und anschließend zentrifugiert. 
Die Proteinkonzentration wurde als Dreifachbestimmung gemessen. Die Messungen 
erfolgten mit dem DC Protein Assay Kit der Firma Bio Rad nach Herstellerangaben in 
einer Mikrotiterplatte (96-well). Die Bestimmung erfolgte bei 750 nm. Als Standard für 
die Eichkurve diente BSA. 
 
3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Nach der Bestimmung der Proteinmenge wurden gleiche Mengen der Proben mit  
1 x SDS-Ladepuffer versetzt, für 5 min bei 98 °C unter Schütteln denaturiert, auf ein 
denaturierendes Gel aufgetragen und unter Spannung laufen gelassen. Dabei 
wurden die Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem 
Molekulargewicht  aufgetrennt.  
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Trenngel 10 %, 10 ml 
2,5 ml 1,5 M Tris HCl, pH 8,8 
3,33 ml 30 % PAA 
100 µl 10 % SDS 
50 µl 10 % APS 
5 µl TEMED 
ad 10 ml A. dest 
 
Sammelgel 5 %, 3 ml 
1,25 ml 0,5 M Tris HCl, pH 6,8 
500 µl 30 % PAA 
50 µl 10 % SDS 
30 µl 10 % APS 
3 µl TEMED 
ad 3 ml A. dest 
 
Die Proben liefen zunächst für 10 min bei 90 V ins Trenngel und wurden dann bei 
130 V für etwa 80 min aufgetrennt und anschließend geblottet. 
 
3.3.3 Native Polyacrylamidgelelektrophorese (Native-PAGE) 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte hier unter nativen Bedingungen. Dabei wurden 
gleiche Proteinmengen auf vorgefertigte 4-15 % PhastGel Gradientengele von GE 
Healthcare aufgetragen.  
 
Das Programm setzte sich folgendermaßen zusammen: 
 
10 Vh 400 V 10 mA 2,5 W 10 °C 
2 Vh 400 V 1 mA 2,5 W 10 °C 
150 Vh 400 V 10 mA 2,5 W 10 °C 
250 Vh 10 V 0,1 mA 1 W 10 °C 
 




3.3.4 Western Blot und Immundetektion 
Die bei der SDS- bzw. Native-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels des 
Tank-Blot-Verfahrens im elektrischen Feld auf eine Nitrocellulosemembran 
transferiert. Dabei wurden das Gel und die Membran zwischen zwei Schwämmen 
und zwei Lagen Whatmanpapier in 1 x Blotpuffer bei 250 mA für 2 h auf Eis geblottet. 
Der Nachweis der Proteine erfolgte anschließend mittels Ponceau-S-Färbung. Die 
Membran wurde danach für 1 h in 5 % Magermilchlösung (in PBS) unter Schütteln 
bei RT blockiert. Im nächsten Schritt erfolgte die Inkubation der Membran für 2 h bei 
RT (bzw. über Nacht bei 4 °C) unter Schütteln mit dem Primärantikörper (in 5 % 
Magermilchlösung oder 1 % BSA gelöst in PBS). Anschließend wurde die Membran 
dreimal mit 1 x PBST für jeweils 10 min gewaschen und dann für 1,5 h mit dem 
Sekundärantikörper (in 5 % Magermilchlösung gelöst in PBS) bei RT unter Schütteln 
inkubiert. Die Membran wurde anschließend dreimal mit 1 x PBST gewaschen. Die 
Detektion der Signale erfolgte nach Inkubation der Membran mit ECL-Lösung und 
anschließender Belichtung auf X-Omat Filmen der Firma Kodak.  
 
3.3.5 Ponceau-S-Färbung 
Die beim Western  Blot auf die Nitrocellulosemembran transferierten Proteine wurden 
mittels Ponceau-S-Färbung nachgewiesen. Dazu wurde die Membran 2 min in 




Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Dabei 
wurden lineare Gradienten von 10- 40 % (v/v) Glycerol gegossen (je 6 ml Puffer A 
und B3). Die Gradienten wurden mit gleichen Mengen an Protein beladen und bei 
27000 rpm für 22 h bei 4 °C im SW40 Rotor in einer Ultrazentrifuge der Firma 
Beckman zentrifugiert. Anschließend wurden die Gradienten von unten nach oben 
geerntet, zu je 600 µl fraktioniert und anschließend mit TCA gefällt. 
 
3.3.7 TCA-Fällung 
Die Proteine wurden mit TCA mit einer Endkonzentration von 10 %  gefällt. Dazu 
wurden die Proben mit TCA versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 
20 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
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und das Pellet mit 500 µl 5 % TCA gewaschen, 5 min auf Eis inkubiert und erneut für 
15 min bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 1 ml 
eiskaltem Aceton gewaschen, anschließend an der Luft getrocknet, in 1 x Ladepuffer 
aufgenommen und für 5 min bei 98 °C unter Schütteln denaturiert. 
 
3.4 Zellbiologische Methoden 
 
3.4.1 Kultivierung der Zellen 
Die HeLa-Zellen wurden mit RPMI 1640 Medium bei 37 °C mit 5 % CO2 unter Zusatz 
von 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 
und 2 mM L-Glutamin kultiviert. Den siGFP bzw. siCSN1-Zellen wurde zum Medium 
zusätzlich 1 µg/ml Puromycin beigefügt. Das Aushungern der Zellen für die Versuche 
zur Zytokinstimulation erfolgte in RPMI 1640 Medium ohne FCS. Die murinen B8-
Zellen wurden mit Isocove´s MEM Medium bei 37 °C mit 5 % CO2 unter Zugabe von 
10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin,  
125 µg/ml G418 und 2 mM L-Glutamin kultiviert. Den stabil transfizierten B8-CSN2-
Zellen wurde ferner 1 µg/ml Puromycin zugegeben. 
 
3.4.2 Bestimmung der Zellzahl 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen zunächst zweimal mit PBS 
gewaschen und anschließend mit Trypsin-EDTA abgelöst und anschließend bei RT 
und 1000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet in 10 ml 
Medium aufgenommen. 20 µl wurden mit 1 Volumen  0,4 % Trypanblau vermengt 
und auf eine Neubauerzählkammer aufgetragen. Trypanblau kann nicht durch intakte 
Zellmembranen diffundieren. Nur tote Zellen, deren Membran zerstört ist, werden 
hierdurch angefärbt. So ist es möglich tote, blau angefärbte Zellen von lebenden zu 
unterscheiden. 
 
Zellen/ml = Mittelwert der ausgezählten Zellen x Verdünnungsfaktor x 104/ml 




3.4.3 Stimulation der Zellen mit Zytokinen 
Die Zellen wurden für 30 min in serumfreiem Medium ausgehungert. Danach erfolgte 
die Zugabe von IFNα (10.000 U/ml) bzw. IFNγ (100 U/ml). Die Zellen wurden nach 
den entsprechenden, im Ergebnisteil angegebenen, Zeitpunkten geerntet. 
 
3.4.4 Behandeln der Zellen mit Inhibitoren 
Um die zytokinbedingte Induktion der CSN Neusynthese zu verhindern, wurden die 
Zellen zunächst für 30 min in serumfreiem Medium ausgehungert und anschließend 
mit je 50 µM AG9 (TYK2-Inhibitor), AG490 (JAK2-Inhibitor) oder einer Mischung aus 
je 50 µM AG9/AG490 für weitere 30 min behandelt. Anschließend erfolgte die 
Stimulation der Zellen mit IFNα bzw. IFNγ. Nach den angegebenen Zeitpunkten 
wurden die Zellen lysiert. 
 
3.4.5 Transiente Transfektion 
 
3.4.5.1 Transiente Transfektion von Vektoren 
Zur Transfektion wurden am Vortrag Zellen ausgezählt und ausgesät. Dabei wurde 
der Vektor mit Lipofectamine LTX (Invitrogen) unter Zugabe von Plus Reagenz in 
Opti-MEM Medium (Gibco) nach Herstellerangaben inkubiert und anschließend auf 
die Zellen gegeben. Nach 6 h erfolgte ein Mediumwechsel (RPMI 1640), um das 
Lipofectamine aus dem Ansatz zu entfernen. 
 
3.4.5.2 Transiente Transfektion von siRNA 
Die Zellen wurden am Vortag ausgesät und mit der entsprechenden siRNA und 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) nach Herstellerangaben in Opti-MEM Medium 
transfiziert. Der Mediumwechsel erfolgte nach 6 h (RPMI 1640). Alle 
Reaktionsgefäße und Spitzen waren RNase- und DNase-frei. 
 
3.4.5.3 Transiente Co-Transfektion von Vektoren und miRNA-Inhibitoren 
Am Vortag wurden 2x105 Zellen ausgesät und mit dem entsprechenden Vektor und 
den miRNA-Inhibitoren (20 µM) unter Verwendung von Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) in Opti-MEM Medium nach Herstellerprotokoll transfiziert. Dabei wurden 
die Vektoren und die miRNA-Inhibitoren zunächst getrennt inkubiert und erst bei der 
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Gabe auf die Zellen vereint. Das Medium wurde nach 6 h gewechselt (RPMI 1640). 
Alle Reaktionsgefäße und Spitzen waren RNase- und DNase-frei. 
 
3.4.5.4 Transiente Co-Transfektion von Vektoren und miRNA-Mimics 
Für die Transfektion wurden einen Tag zuvor 2x105 Zellen ausplattiert und mit dem 
His-CSN1-Überexpressionsvektor und den miRNA-Mimics (50 nM bzw. 100 nM) 
unter Verwendung von Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in Opti-MEM Medium 
transfiziert. Die Vektoren und die miRNA-Mimics wurden getrennt inkubiert. Erst bei 
der Zugabe auf die Zellen wurden der Vektor- und der Mimic-Ansatz gemischt und 
auf die Zellen gegeben. Nach 6 h wurde das Opti-MEM Medium entfernt und die 
Zellen für 48 h in RPMI 1640 Medium inkubiert. Alle Reaktionsgefäße und Spitzen 
waren RNase- und DNase-frei. 
 
3.4.6 Zelllyse 
Zunächst wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die Kulturschalen auf Eis gestellt und nach Zugabe von 
Lysepuffer (Mono- oder Triplelysispuffer) lysiert. Bei der Lyse durch Monolysispuffer 
(Native-PAGE) wurde das Lysat mehrfach durch eine Feindosierungsspritze (21-
gauge Nadel) aufgesaugt, um die Lyseeffizienz zu erhöhen. Das Lysat wurde für 15 
min bei 4 °C und 13000 rpm abzentrifugiert und der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Vom Zelllysat wurde mittels des DC Protein Assay Kits der 
Firma Bio Rad die Proteinkonzentration bestimmt. Gleiche Mengen des Proteinlysats 
wurden auf ein natives Gradienten Gel aufgetragen oder mit 1 x Ladepuffer versetzt, 
bei 98 °C für 5 min unter Schütteln aufgekocht und auf ein SDS-Gel aufgetragen. 
 
3.5 Die statistische Auswertung 
Die Daten dieser Arbeit stammen aus mindestens drei unterschiedlichen 
Experimenten. Aus den ermittelten Werten wurde das arithmetische Mittel sowie die 
Standardabweichung bestimmt und dargestellt. Die Signifikanz der Ergebnisse 
untereinander wurde für normalverteilte Daten mittels eines ungepaarten t-Tests 
ermittelt. Für Versuche mit mehr als zwei zu vergleichenden Gruppen erfolgte ein 
One Way-ANOVA-Test mit anschließender Bonferroni-Korrektur. Als minimales 






4.1 Die Analyse der siCSN1-Zellen 
 
4.1.1 Die Analyse der CSN-Untereinheiten und von c-Myc und STAT1 in 
siCSN1-Zellen auf Proteinebene 
Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um HeLa-Zellen, welche mit einem 
Vektor transfiziert wurden und infolgedessen stabil siRNA-Oligos gegen die CSN-
Untereinheit CSN1 exprimieren (siCSN1-Zellen genannt) bzw. mit einem 
Kontrollvektor (siGFP-Zellen genannt) transfiziert wurden (Peth et al., 20071).  Diese 
Zellen wurden im Folgenden mittels Western Blot weiter charakterisiert. 
 
 
                                                  
Abbildung 17: Nachweis der Proteinexpression in stabil transfizierten siCSN1- und siGFP-Zellen.  
Dargestellt ist die Proteinexpression von STAT1, c-Myc und CSN6 (A) sowie der phosphorylierten 
Form von STAT1 (Y701), CSN1 und CSN8 (B) in siCSN1-Zellen, verglichen mit den siGFP-
Kontrollzellen. Als Ladekontrolle diente ACTB (β-Actin). Für die Detektion der Proteine im Western 
Blot wurden Antikörper gegen STAT1 (STAT1α 91 kD; STAT1β 84 kD), STAT1(Y701), (STAT1α  
91 kD, STAT1β 84 kD), c-Myc (67 kD), CSN1 (53 kD), CSN6 (33 kD), CSN8 (23 kD) und ACTB  
(43 kD) verwendet. 
 
In den siCSN1-Zellen waren die CSN-Untereinheiten CSN1, CSN8 (Abb. 17 B) und 
CSN6 (Abb. 17 A) auf Proteinebene im Vergleich zu den siGFP-Kontrollzellen 
reduziert. Des Weiteren waren die Transkriptionsfaktoren c-Myc und STAT1  
(Abb. 17 A) sowie dessen phosphorylierte Form STAT1(Y701) (Abb. 17 B) 
herunterreguliert.  
 
4.1.2 Die Analyse der CSN-Untereinheiten in siCSN1-Zellen auf mRNA-Ebene 
Als nächstes wurde die mRNA-Expression der siCSN1-Zellen untersucht. Dazu  
wurde aus den stabil transfizierten siCSN1-Zellen sowie aus den Kontrollzellen 















Abbildung 18: Die Auswertung des Microarrays. Dargestellt ist die mRNA-Expression der CSN-
Untereinheiten CSN1, CSN2, CSN3, CSN4, CSN5 und CSN8 und der Transkriptionsfaktoren STAT1 
und c-Myc. Es wurden hierfür die Werte der siGFP-Zellen mit den Werten der siCSN1-Zellen 
verrechnet. Diese sind als x-fache Expressionserhöhung angegeben. 
 
Die Analyse der Microarray-Daten ergab, dass die mRNA-Expression verschiedener 
CSN-Untereinheiten auf mRNA-Ebene in den siCSN1-Zellen deutlich reduziert war. 
Die mRNA-Expression der Untereinheit CSN1 wurde um 24 %, von CSN2 um 31 %, 
die Expression von CSN5 um 27 % und CSN8 um 38 % reduziert. STAT1 wurde um 
27 % im Vergleich mit den Kontrollzellen reduziert. Die c-Myc-Expression erhöhte 
sich im Gegensatz dazu in den siCSN1-Zellen um 53 %. Die mRNA-Expression der 
CSN-Untereinheiten CSN3 und CSN4 änderte sich im Vergleich zu den siGFP-
Kontrollzellen  nicht (Abb. 18). 
Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden im Folgenden semiquantitative RT-




                                                     
Abbildung 19: Die mRNA-Expression von CSN1 in siCSN1- und siGFP-Zellen. Semiquantitative RT-
PCR mit Primern für die CSN-Untereinheit CSN1 und ACTB in siCSN1- und siGFP-Zellen. Dabei 
diente ACTB als Ladekontrolle. Die detektierten Banden lagen für CSN1 bei 956 bp und für ACTB bei 
842 bp. 
 
Die mRNA-Expression von CSN1 war in den siCSN1-Zellen im Vergleich zu den 
siGFP-Zellen deutlich herunterreguliert (Abb. 19). Die Expression von ACTB änderte 
sich im Gegensatz dazu nicht. Diese Ergebnisse wurden anschließend mittels Real-
Time PCR quantifiziert. 
 








Abbildung 20: Darstellung der mRNA-Expression der Signalosomuntereinheiten CSN1, CSN2, CSN5, 
CSN6, CSN8 (A) und der Transkriptionsfaktoren STAT1 (B) sowie c-Myc (C) in siCSN1- und siGFP-
Zellen (GFP)  mittels Real-Time PCR. A) Die x-fache Reduktion der mRNA-Expression der CSN-
Untereinheiten in siCSN1-Zellen in Bezug auf die GFP-Kontrollzellen. Die Werte wurden gegen ACTB 
normalisiert. B) Die x-fache Reduktion der mRNA-Expression von STAT1 in den siCSN1-Zellen in 
Bezug auf die STAT1 mRNA-Expression in siGFP-Zellen. C) Die x-fache Induktion von c-Myc auf 
mRNA-Ebene in siCSN1-Zellen im Verhältnis zum c-Myc Level in den entsprechenden Kontrollzellen. 
(+) p < 0,05; (§) p < 0,01;  (#) p < 0,001; (*) p < 0,0001. 
 
In den siCSN1-Zellen wurde der gesamte CSN-Komplex auf mRNA-Ebene im 
Vergleich zu den Kontrollzellen herunterreguliert. Dabei zeigte die Untereinheit CSN1 
eine Reduktion ihrer mRNA-Expression um 37 %, CSN2 um 39 %, die Untereinheit 
CSN5 um 36 %, CSN6 um 21 % und CSN8 um 31 % (Abb. 20 A). Diese Reduktion 
war begleitet von einem Rückgang der mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors 
STAT1 um 48 % (Abb. 20 B). Die mRNA-Expression von c-Myc wurde im Gegensatz 
dazu um 91 % erhöht (Abb. 20 C).  
 
4.2 Die Überexpression der Untereinheit CSN1 in siCSN1-Zellen 
 
4.2.1 Die Analyse der Überexpression auf Proteinebene 
In den siCSN1-Zellen war der CSN-Komplex im Vergleich zu den siGFP-
Kontrollzellen sowohl auf mRNA-Ebene (Abb. 18; 19; 20 A-C), als auch auf 
Proteinebene (Abb. 17) stabil herunterreguliert. Daher wurde im nächsten Schritt der 
Einfluss der Überexpression von CSN1 mittels eines Überexpressionsvektors in den 







                                                           
Abbildung 21: Die Darstellung der Proteinexpression von CSN1, CSN8, STAT1 und c-Myc in siCSN1-
Zellen 48 h nach der Transfektion mit einem His-CSN1-Überexpressionsvektor (CSN1) bzw. einem 
His-Leervektor (His). Vergleichend dargestellt ist die Proteinexpression von CSN1 und CSN8 (A) 
sowie STAT1 und c-Myc (B) in siCSN1-Zellen, welche mit einem His-CSN1-Überexpressionsvektor 
bzw. dem His-Kontrollvektor transfiziert wurden. ACTB diente als Ladekontrolle. Die Bestimmung der 
Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot unter Verwendung spezifischer Antikörper gegen 
CSN1, CSN8, STAT1, c-Myc und ACTB. 
 
48 h nach der Transfektion des His-CSN1-Vektors in siCSN1-Zellen stieg die 
Proteinexpression von CSN1 und CSN8 in diesen Zellen an (Abb. 21 A). Die 
Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-Leervektor, welcher als Kontrolle diente, 
hatte keinen Einfluss auf die Proteinexpression. Die Expression der 
Transkriptionsfaktoren STAT1 und c-Myc wurde durch die Überexpression von CSN1 
in den siCSN1-Zellen ebenfalls erhöht (Abb. 21 B). 
 
 
                                                           
Abbildung 22: Die Charakterisierung der Proteinexpression in siCSN1-Zellen 48 h nach 
Überexpression des His-CSN1-Vektors (CSN1) bzw. des His-Kontrollvektors (His) mittels nativer 
Gelelektrophorese. Abgebildet ist die Expression des freien CSN-Komplexes (CSN), des CSN 
komplexiert mit dem 20S Proteasom (20S) sowie dem CSN integriert in die Superkomplexe 
(Superkomplexe). Die Bestimmung der Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot-Analyse unter 
Verwendung eines Antikörpers gegen CSN8.  
 
Die Ergebnisse der nativen Gelelektrophorese zeigten, dass die Transfektion des 
His-CSN1-Vektors zu einer Induktion der Neusynthese des gesamten CSN-
Komplexes in freier Form, komplexiert mit dem 20S Proteasom, wie auch integriert in 














die Superkomplexe, führte. Die Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-
Leervektor (His) besaß keinen Einfluss auf die CSN-Expression (Abb. 22).  
 
4.2.2 Die Analyse der Expression der CSN-Untereinheiten nach CSN1-
Überexpression in siCSN1-Zellen auf mRNA-Ebene 
Im nächsten Schritt wurde der Einfluss der CSN1-Überexpression auf die mRNA-
Expression in siCSN1-Zellen untersucht. Als Kontrolle dienten siCSN1-Zellen, die mit 
dem entsprechenden Leervektor transfiziert wurden.  
 
 
Abbildung 23: Die graphische Darstellung der Microarray-Daten. Abgebildet ist die mRNA-Expression 
der CSN-Untereinheiten CSN1, CSN2, CSN3, CSN4, CSN5 und CSN8 sowie der 
Transkriptionsfaktoren STAT1 und c-Myc in siCSN1-Zellen 48 h nach Transfektion mit His-CSN1-
Vektor bzw. His-Leervektor in siCSN1-Zellen. Die Werte der Leervektorkontrolle wurden mit den 
Werten der His-CSN1 transfizierten siCSN1-Zellen verrechnet und als x-fache Expressionserhöhung 
dargestellt. 
 
Die Überexpression von CSN1 in den siCSN1-Zellen führte zu einem Anstieg der 
mRNA-Expression der untersuchten CSN-Untereinheiten. Besonders CSN1  
(18-fach), CSN3 (2,2-fach) und CSN5 (2,6-fach) wurden deutlich induziert. Die 
mRNA-Expression der CSN-Untereinheit CSN2 erhöhte sich 1,7-fach, CSN4 wurde 
1,3-fach und CSN8 1,9-fach induziert. Die Expression des Transkriptionsfaktors 




Tabelle 13: Die Darstellung der statistischen Auswertung der Microarray-Analyse relevanter Gene. 
Verglichen wurde die mRNA-Expression von siCSN1-Zellen und siGFP-Zellen (Spalte 1 und 2). Des 
Weiteren wurden siCSN1-Zellen mit His-CSN1-Vektor bzw. His-Leervektor transfiziert (24 h bzw. 48 h 
nach Transfektion) und analysiert (Spalten 4-6). Dargestellt sind ausgewählte, relevante Gene, wie die 
CSN-Untereinheiten, die Transkriptionsfaktoren STAT1 und c-Myc sowie Bestandteile des UPS. Die 
Werte zeigen die Log2-Ratios. Gene, deren Expression hochreguliert war, sind rot dargestellt. Eine 
grüne Farbmarkierung stellt herunterregulierte Gene dar. 
 
          
 
Die Tabelle 13 mit der statistischen Auswertung der Microarrays zeigt eine Auswahl 
an relevanten Genen des UPS, die durch die Transfektion mit dem His-CSN1-Vektor 
beeinflusst wurden. In den siCSN1-Zellen war die Mehrzahl der CSN-Untereinheiten 
auf mRNA-Ebene im Vergleich zu den siGFP-Kontrollzellen herunterreguliert. Dabei 
waren die Untereinheiten CSN1, CSN5 und CSN6 besonders stark in ihrer mRNA-
Expression reduziert. Des Weiteren war die mRNA-Expression des Transkriptions-
faktors STAT1 sowie einiger Culline, wie z. B. Cullin1, in diesen Zellen deutlich 
verringert (Tab. 13, Spalte 1 & 2). Die Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-
CSN1-Überexpressionsvektor führte bereits nach 24 h zu einer deutlichen Induktion 
der CSN1 mRNA-Expression (Tab. 13, Spalte 3 & 4). Die CSN1-Überexpression 
1           2             3            4             5              6 
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führte in den siCSN1-Zellen ferner zu einer Erhöhung der Expression der CSN-
Untereinheiten CSN2, CSN3, CSN4, CSN5, CSN7 und CSN8 auf mRNA-Ebene. 
Auch die Expression von Nedd8, verschiedener Culline, wie z. B. Cullin1 und 
Cullin4A, sowie der Transkriptionsfaktoren STAT1 und c-Myc wurde deutlich 
induziert. 48 h nach Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-CSN1-Vektor 
konnte ebenfalls eine Expressionserhöhung der CSN-Untereinheiten CSN1, CSN2, 
CSN3, CSN4, CSN5, CSN7A und CSN8 detektiert werden. Des Weiteren war die 
Expression Nedd8, Rbx1, STAT, c-Myc, Cullin1 und Cullin4A deutlich erhöht  
(Tab. 13, Spalte 5 & 6). Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden 
semiquantitative RT-PCRs durchgeführt. 
 
 
                                                                        
Abbildung 24: Analyse der mRNA-Expression von CSN1 in siCSN1-Zellen 24 h nach Transfektion von 
His-CSN1-Überexpressionsvektor (CSN1) bzw. His-Leervektor (His) mittels semiquantitativer RT-
PCR. Verwendet wurden Primer für die CSN-Untereinheit CSN1 (956 bp) und für ACTB (842 bp).  
 
Die Transfektion der siCSN1-Zellen mit His-CSN1-Vektor führte zu einer deutlichen 
Induktion der mRNA-Expression von CSN1 im Vergleich zu den Zellen, die mit dem 
His-Leervektor transfiziert wurden (Abb. 24), wie es auch in den Analysen der 
Microarrays zu beobachten war. Zur Quantifizierung dieser Daten wurden Real-Time 
PCRs durchgeführt.  







Abbildung 25: Darstellung der mRNA-Expression der CSN-Untereinheiten (A), STAT1 und c-Myc (B) 
in siCSN1-Zellen mittels Real-Time PCR. Vergleichend dargestellt ist die x-fache Induktion der mRNA 
der CSN-Untereinheiten CSN2, CSN5 und CSN8 sowie von STAT1 und c-Myc nach der Transfektion 
von His-Leervektor (His) oder His-CSN1-Vektor. Dabei wurde für die entsprechende Untereinheit die 
Expression der mit His-CSN1-Vektor transfizierten Zellen mit der Expression der mit His-Leervektor 
transfizierten Zellen verrechnet. Die Werte wurden gegen ACTB normalisiert. A) Die x-fache Induktion 
der mRNA-Expression der CSN-Untereinheiten CSN2, CSN5 und CSN8 im Verhältnis zu den 
ermittelten Werten nach der Transfektion mit dem Leervektor. B) Die x-fache Induktion von STAT1 
und c-Myc auf mRNA-Ebene nach Transfektion von His-Leervektor bzw. His-CSN1-Vektor. (+) p < 
0,05; (§) p < 0,01; (#) p < 0,001;  (*) p < 0,0001. 
 
24 h nach der Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-CSN1-
Überexpressionsvektor bzw. dem Kontrollvektor wurde die mRNA-Expression mittels 
Real-Time PCR quantifiziert. Die mRNA-Expression der CSN-Untereinheiten CSN2 
stieg um 22 %, die Expression von CSN5 um 27 % und von CSN8 um 24 % an  
(Abb. 25 A). Die Expression der Transkriptionsfaktoren STAT1 und c-Myc wurde um 
21 % bzw. 28%  induziert. Ferner führte die Transfektion der siCSN1-Zellen mit His-
CSN1 zu einer Induktion der Expression der Transkriptionsfaktoren STAT1 und  





4.2.3 Der Einfluss der Regulation des CSN-Komplexes auf die mRNA-
Expression des proteasomalen Lids  
Das CSN kann als alternativer Lid fungieren (Li et al., 2003). Daher wurde im 
Folgenden der Einfluss der Regulation des COP9 Signalosoms auf die mRNA-




Abbildung 26: Die Ergebnisse der Microarray-Analyse. Abgebildet ist die mRNA-Expression der 
proteasomalen Lid-Untereinheiten in siCSN1-Zellen. A) Die mRNA-Expression in siCSN1-Zellen im 
Verhältnis zu siGFP-Zellen. B) Die Expression in siCSN1 Zellen 24 h nach der Überexpression von 
His-CSN1, verglichen mit Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden. C) Die Expression in 
siCSN1-Zellen nach 48 h Überexpression von CSN1. Es wurde die Expression verschiedener 
relevanter Gene in His-CSN1 transfizierten Zellen mit der Expression in Zellen verglichen, die mit 
einem His-Leervektor transfiziert wurden. Hierbei entspricht Rpn7 CSN1, Rpn6 CSN2, Rpn3 CSN3,  
Rpn5 CSN5, Rpn11 CSN5, Rpn8 CSN6, Rpn9 CSN7 und Rpn12 CSN8. Die dargestellten Werte sind 
als x-fache Expressionserhöhung angegeben. 
 
In den stabil transfizierten siCSN1-Zellen wurde der CSN-Komplex herunterreguliert. 
Auf mRNA-Ebene wurde die Expression der proteasomalen Lid-Untereinheiten Rpn7 
(entspricht CSN1) um 22 %, Rpn11 (entspricht CSN5) um 42 % und Rpn12 
(entspricht CSN8) um 17 % in siCSN1-Zellen im Vergleich zu siGFP-Zellen reduziert 
(Abb. 26 A). Die Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem CSN1-
Überexpressionsvektor führte nach 24 h  zu einer deutlichen Induktion aller Lid-
Untereinheiten auf Ebene der mRNA-Expression. Besonders Rpn5 (entspricht 
CSN4), Rpn8 (homolog zu CSN6) und Rpn12 (entspricht CSN8) waren über 4,5-fach 
erhöht im Vergleich zu siCSN1-Zellen, die mit einem Leervektor transfiziert wurden 
(Abb. 26 B). 48 h nach Transfektion schwächte sich dieser induktive Effekt im 





4.3 Die Analyse der CSN-Expression nach CSN2-Überexpression 
 
4.3.1 Die Charakterisierung der mRNA-Expression in HeLa-Zellen nach 
transienter CSN2-Überexpression 
Naumann und Kollegen zeigten im Jahre 1999, dass die Überexpression von CSN2 
in HeLa-Zellen zu einer Induktion der de novo Synthese des CSN-Komplexes auf 
Proteinebene führte. Daher untersuchte ich im nächsten Schritt, welchen Einfluss die 
Transfektion von HeLa-Zellen mit dem Flag-CSN2-Überexpressionsvektor auf die 
mRNA-Expression der CSN-Untereinheiten besaß.  
 
Tabelle 14: Die Charakterisierung der mRNA-Expression mittels Microarray-Analysen nach 
Transfektion von Flag-CSN2 bzw. Flag-Leervektor in HeLa-Zellen. Die Tabelle zeigt die statistische 
Auswertung der Microarray-Daten. Dabei wurde die mRNA-Expression in HeLa-Zellen nach der 
Transfektion der Zellen mit dem von Flag-CSN2-Vektor mit der Expression nach der Transfektion des 
Flag-Kontrollvektors nach 14 h (Spalte 2), 18 h (Spalte 3) bzw. 24 h (Spalte 4) verglichen. Spalte 1 
zeigt die mRNA-Expression nach der Transfektion des Flagkontrollvektors, verglichen mit 
unbehandelten Wildtypzellen. Untersucht wurde die Expression interessanter Gene, darunter die 
CSN-Untereinheiten, die Transkriptionsfaktoren STAT1, c-Myc und Bestandteile des UPS. Die 
Ergebnisse sind als Log2-Ratios angegeben. Die rote Farbmarkierung stellt eine Hochregulation der 
Genexpression dar, während eine grüne Markierung eine Herunterregulation kennzeichnet.   
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Die mRNA-Expression wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten (14 h, 18 h und  
24 h nach Transfektion) bestimmt. Die Analyse der Microarrays zeigte, dass 14 h,  
18 h sowie 24 h nach der Transfektion der HeLa-Zellen mit dem CSN2-Vektor die 
mRNA-Expression von CSN2 deutlich erhöht wurde. Die Überexpression von Flag-
CSN2 in HeLa-Zellen besaß ebenfalls einen induktiven Effekt auf die Expression von 
CSN7A und CSN8. Die Expression der Untereinheiten CSN1 und CSN3 wurde durch 
die Transfektion von Flag-CSN2 auf mRNA-Ebene nur leicht induziert. Des Weiteren 
konnte eine Expressionserhöhung von STAT1, Nedd8 sowie verschiedener Culline 
beobachtet werden. Besonders Cullin2 und Cullin3 wurden auf Ebene der mRNA-
Expression deutlich induziert (Tab. 14, Spalte 2-4). Die Transfektion des Flag-
Leervektors hatte keinen induktiven Einfluss auf die mRNA-Expression der 
untersuchten Gene (Tab. 14, Spalte 1). 
 
                              
Abbildung 27: Die Darstellung der Ergebnisse eines globalen interexperimentellen Vergleiches der 
PIQORTM-UPS Microarrays. Dargestellt sind die Experimente zur Überexpression von Flag-Leervektor 
in HeLa-Zellen, verglichen mit unbehandelten Wildtypzellen. Des Weiteren wurde die Überexpression 
von Flag-CSN2-Vektor mit Flag-Leervektor in HeLa-Zellen zu drei verschiedenen Zeitpunkten (14 h, 
18 h und 24 h) verglichen. Zuletzt wurde die Überexpression von CSN1 mittels des 
Überexpressionsplasmids mit den entsprechenden Kontrollen 24 h bzw. 48 h nach der Transfektion 
analysiert. Die gelben Kästchen deuten auf eine positive Korrelation hin, wohingegen die blauen 
Kästchen eine negative Korrelation anzeigen. 
 
In der Abbildung sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse der Daten aus den  
durchgeführten Experimenten zueinander dargestellt. Dabei deutet eine z. B. starke 
Gelbfärbung auf eine höhere Korrelation hin. Eine schwächere Intensität der 
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jeweiligen Farbe zeigt eine geringere Korrelation der entsprechenden Experimente 
an.  
Die Korrelationsanalyse der durchgeführten Microarray-Experimente zeigte, dass die 
Experimente, bei denen entweder die Signalosomuntereinheiten CSN1 oder CSN2 
überexprimiert wurden, gelb gekennzeichnet sind, also miteinander korrelieren  
(Abb. 27). Die Versuche, bei denen siCSN1-Zellen mit siGFP-Kontrollzellen 
verglichen wurden, korrelieren ebenfalls untereinander (gelb dargestellt). Die Analyse 
ergab ferner, dass die Ergebnisse dieser Versuche jedoch wenig mit den 
Überexpressionsstudien korrelierten (Abb. 27). 
 
4.3.2 Die Charakterisierung der mRNA-Expression in murinen B8-Fibroblasten 
nach stabiler CSN2-Überexpression 
Huang et al. zeigten im Jahre 2005, dass die stabile Überexpression der CSN-
Untereinheit CSN2 in murinen B8-Fibroblasten zu einer de novo Synthese des 
gesamten CSN-Komplexes führt. Mittels Microarray-Analysen sollte im Folgenden 
der Einfluss der stabilen Überexpression von CSN2 auf die mRNA-Expression des 
CSN-Komplexes charakterisiert werden. 
 
                                         
Abbildung 28: Die graphische Darstellung der Microarray-Daten. Abgebildet ist die mRNA-Expression 
der CSN-Untereinheiten CSN1, CSN2, CSN3, CSN4, CSN5, CSN6 und CSN8 in stabil mit Flag-CSN2 
transfizierten murinen B8-Fibroblasten. Die Werte der Leervektorkontrolle (B8-Flag-Zellen) wurden mit 
den Werten der Flag-CSN2 transfizierten B8-Fibroblasten (B8-CSN2-Zellen) verrechnet und als x-
fache Expressionserhöhung dargestellt. 
 
Die stabile Überexpression der CSN-Untereinheit CSN2 in murinen B8-Fibroblasten 
führte auf mRNA-Ebene zu keiner deutlichen Erhöhung der Expression der CSN-
Untereinheiten. Die Untereinheiten CSN1, CSN3, CSN4, CSN6 und CSN8 zeigten 
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keine Veränderung in ihrer mRNA-Expression. Eine geringe Induktion der mRNA-
Expression konnte bei den CSN2 und CSN5 detektiert werden (Abb. 28). 
 
4.4 Der Einfluss von Zytokinstimulation auf die CSN-Expression 
In den stabil herunterregulierten siCSN1-Zellen, und auch in den transient mit His-
CSN1-Vektor transfizierten siCSN1-Zellen konnte eine Regulation von STAT1 
sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene gezeigt werden. Im Folgenden wurde 
STAT1 durch die Stimulation der Zellen mit den Zytokinen IFNα bzw. IFNγ induziert 
und der Effekt auf das CSN untersucht. 
 
4.4.1 Der Effekt von IFNα auf die CSN-Expression 
HeLa- bzw. siCSN1-Zellen wurden mit IFNα stimuliert und der Einfluss dieses 





                                               
  
Abbildung 29: Der Einfluss der IFNα-Stimulation auf die Proteinexpression in siCSN1-Zellen. Die 
Expression von CSN1, CSN8 sowie der Phosphorylierungszustand von STAT1 (STAT1(Y701)) wurde 
0 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h und 48 h nach der Stimulation mit IFNα (10.000 U/ml) analysiert. ACTB 
diente als Ladekontrolle. Die Detektion erfolgte mit den Antikörpern gegen STAT1(Y701), CSN1, 
CSN8 und ACTB. 
 
Die Inkubation der siCSN1-Zellen mit IFNα führte bereits nach 4 h zu einer 
deutlichen Erhöhung der STAT1-Phosphorylierung (Abb. 29). Diese Induktion der 
STAT1-Phosphorylierung blieb über einen Zeitraum von 48 h Stunden erhalten und 
verringerte sich über diesen Zeitraum leicht. Ferner führte die IFNα-Stimulation nach 
16 h zu einer Expressionserhöhung der CSN-Untereinheiten CSN1 und CSN8. Der 
induktive Effekt war bei der CSN-Untereinheit CSN8 besonders deutlich (Abb. 29). 
 
IFNα         -     +    +    +    +    +    + 










                                 
Abbildung 30: Die Proteinexpression von STAT1, c-Myc und CSN8 nach IFNα-Stimulation in HeLa-
Zellen. Die Zellen wurden 0 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 36 h und 48 h nach der Stimulation mit IFNα 
(10.000 U/ml)  mittels Western Blot analysiert. Dabei wurde die Proteinexpression von STAT1, c-Myc 
(A) und CSN8 sowie die Beeinflussung der STAT1-Phosphorylierung (B) untersucht. ACTB diente als 
Ladekontrolle. Für den Western Blot wurden Antikörper gegen STAT1, STAT1(Y701), c-Myc, CSN8 
und ACTB verwendet. 
 
Die Behandlung der HeLa-Zellen mit dem Zytokin IFNα führte ebenfalls nach 4 h zu 
einem deutlichen Anstieg der phosphorylierten Form von STAT1(Y701) (Abb. 30 B). 
Diese Induktion der STAT1-Phosphorylierung verringerte sich nach 16 h wieder und 
blieb dann stabil. Die Proteinexpression von STAT1 wurde durch die IFNα-
Stimulation induziert und stieg über den gesamten Zeitraum von 48 h stetig an (Abb. 
30 A). Des Weiteren war ein deutlicher Anstieg der Proteinexpression von c-Myc bis 
24 h nach Stimulation (Abb. 30 A) und der CSN-Untereinheit CSN8 (Abb. 30 B) zu 
erkennen. Die Expression von CSN8 wurde 16 h nach der IFNα-Stimulation induziert 
und steigerte sich über die gesamte beobachtete Zeitspanne bis 36 h nach der 
Stimulation.  Die ermittelten Ergebnisse korrelieren mit den Resultaten aus Abbildung 
29. Sowohl HeLa- als auch siCSN1-Zellen (Abb. 29) wiesen nach Stimulation mit 
IFNα eine deutliche Induktion der Expression von CSN8 auf. 
 
IFNα         -    +   +   +    +    +    +  
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Abbildung 31: Die Proteinexpression von CSN1, CSN8, der Phosphorylierung von STAT1 (A), STAT1 
und c-Myc (B) in IFNγ stimulierten HeLa-Zellen. Die Inkubation der Zellen mit IFNγ (100 U/ml). Die 
Detektion erfolgte durch Western Blot-Verfahren mittels der Antikörper gegen STAT1, STAT1(Y701), 
CSN1, CSN8, c-Myc und ACTB. 0 h, 24 h und 48 h nach der Stimulation der Zellen. ACTB diente als 
Ladekontrolle. 
 
Wie bereits bei der Stimulation der siCSN1-Zellen mit IFNα (Abb. 29) und der HeLa-
Zellen mit IFNα (Abb. 30 A & B) führte die Stimulation der HeLa-Zellen mit IFNγ zu 
einer Erhöhung der phosphorylierten Form von STAT1(Y701) (Abb. 31 A). Die 
Proteinexpression von STAT1 wurde ebenfalls durch die Stimulation der HeLa-Zellen 
induziert (Abb. 31 B). Des Weiteren führte die Behandlung der Zellen mit dem 
Zytokin zu einer Erhöhung der Proteinexpression der CSN-Untereinheiten CSN1 und 
CSN8 (Abb. 31 A) sowie des Transkriptionsfaktors c-Myc (Abb. 31 B).  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die Behandlung der Zellen mit 
IFNα, als auch mit IFNγ zur Induktion der Proteinexpression des CSN führte. 
 
4.5 Die Inhibition von JAK2 und TYK2 durch die Inhibitoren AG9 und AG490 
JAK- bzw. TYK-Kinasen werden durch die Bindung von Zytokinen aktiviert. Dieses 
führt zu einer Phosphorylierung und einer daraus resultierenden Aktivierung von 
STAT1. Im aktivierten Zustand transloziert das dimerisierte STAT1 in den Nukleus 
und induziert dort die Transkription seiner Zielgene. 
Durch die Zugabe spezifischer Hemmstoffe wie AG9 (TYK2-Inhibitor) und AG490 
(JAK2-Inhibitor) wurde der JAK-STAT-Signalweg unterbrochen. Der Einfluss dieser 
Inhibition auf die Transkription verschiedener Zielgene wurde nachfolgend auf 
Proteinebene untersucht. 
IFNγ         -       +      + 
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Abbildung 32: Die Inhibition der TYK2- und JAK1-Kinase durch AG9 und der JAK1- und JAk2-Kinase 
durch AG490 in HeLa-Zellen. Die Zellen wurden mit dem jeweiligen Inhibitor vorinkubiert und 
anschließend für 24 h mit IFNγ (100 U/ml) stimuliert. Die Inhibitoren AG9 (50 µM) und AG490 (50 µM) 
waren in DMSO gelöst. Abgebildet ist die Proteinexpression von STAT1, CSN1, CSN6, CSN8 und c-
Myc. ACTB diente als Ladekontrolle. Für die Western Blot-Analyse wurden Antikörper gegen STAT1, 
CSN1, CSN6, CSN8, c-Myc und ACTB verwendet. 
 
Die Stimulation der HeLa-Zellen mit IFNγ führte zu einer Induktion der 
Proteinexpression von STAT1 und c-Myc. Die Expression der CSN-Untereinheiten 
wurde durch die Zytokinstimulation ebenfalls deutlich erhöht (Abb. 29-31). Die 
Inhibition der Kinasen JAK1 und TYK mit Hilfe des Inhibitors AG9 induzierte eine 
Reduktion der  Proteinexpression von STAT1 und c-Myc (Abb. 32). Die Behandlung 
der Zellen mit dem Inhibitor AG490 resultierte ebenfalls in einer deutlichen Reduktion 
der Proteinexpression von STAT1 und c-Myc. Der Inhibitor bewirkte ebenfalls eine 
verminderte Expression der untersuchten Untereinheiten CSN1, CSN6 und CSN8. 
Der Einsatz beider Inhibitoren in Kombination verstärkte diesen Effekt. Dabei war zu 
beobachten, dass dieser reduktive Effekt besonders die CSN-Untereinheiten CSN1 
und CSN8 betraf. Auch die Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren STAT1 und 
c-Myc war deutlich herabgesetzt (Abb. 32). 
 
4.6 Der Einfluss der siRNA-vermittelten Inhibition von STAT1 auf die CSN-
Expression 
Um die vorhergehenden Ergebnisse zu bestätigen, wurden sowohl HeLa- als auch 







IFNγ   -     -     +    +    +    + 
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exprimierten bzw. dem entsprechenden Kontrollvektor (CTL) und anschließend mit 




                                                      
Abbildung 33: Die Proteinexpression in HeLa-Zellen nach der Transfektion mit dem siSTAT1-Vektor 
(siSTAT1) bzw. dem si-Kontrollvektor (CTL) sowie der Stimulation der Zellen mit IFNα  
(10.000 U/ml) (A) oder IFNγ (100 U/ml) (B).  Analysiert wurde die Proteinexpression von STAT1, 
CSN1 und CSN6 nach Transfektion mit siSTAT1 bzw. siCTL und anschließender Stimulation der 
Zellen mit IFNα für 24 h (A). Des Weiteren wurde die Proteinexpression von STAT1, c-Myc, CSN1 und 
CSN6 nach Transfektion von siSTAT1 bzw. siCTL und anschließender Stimulation mit IFNγ für 24 h 
(B) untersucht. ACTB diente als Ladekontrolle. Für die Western Blot-Analyse wurden Antikörper 
gegen STAT1, CSN1, CSN6, c-Myc und ACTB verwendet. 
 
Die Transfektion der HeLa-Zellen mit dem siSTAT1-Vektor führte im Vergleich zu 
den Zellen die mit einem Kontrollvektor transfiziert wurden zu einer deutlichen 
Reduktion der Proteinexpression von STAT1, sowohl nach der Stimulation mit IFNα 
als auch mit IFNγ (Abb. 33 A & B). Des Weiteren wurde die zytokininduzierte Neu-
synthese der Signalosomuntereinheiten durch Transfektion der Zellen mit dem 
siSTAT1-Vektor verringert (Abb. 33 A & B). Die Stimulation der HeLa-Zellen, die mit 
dem siSTAT1-Vektor transfiziert wurden, mit IFNα bzw. IFNγ führte zu einer 
drastischen Reduktion der Proteinexpression von CSN1 und CSN6 (Abb.  33 A & B). 
Die Expression von c-Myc war in den siSTAT1 transfizierten Zellen nach IFNγ 
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Abbildung 34: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen nach der Co-Transfektion mit His-CSN1-
Überexpressionsvektor und dem siSTAT1-Vektor bzw. siCTL (Kontrollvektor). Untersucht wurde die 
Proteinexpression von STAT1, CSN1, CSN6, CSN8 und c-Myc nach Co-Transfektion mit His-CSN1-
Vektor und siSTAT1 bzw. siCTL. ACTB diente als Ladekontrolle. Für den Western Blot wurden 
Antikörper gegen STAT1, CSN1, CSN6, CSN8, c-Myc und ACTB verwendet. 
 
Die Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-CSN1-Überexpressionsvektor führte 
zu einer Induktion der Proteinexpression der CSN-Untereinheiten (Abb.21). Die 
Zellen, die mit siSTAT1-Vektor und His-CSN1-Vektor co-transfiziert wurden, wiesen 
eine deutlich geringere Proteinexpression der Signalosomuntereinheiten CSN1, 
CSN6 und CSN8 im Vergleich zu den Zellen auf, die mit His-CSN1 und dem 
Kontrollvektor siCTL co-transfiziert wurden (Abb. 34). Die Transfektion der Zellen mit 
dem siSTAT1-Vektor sowie dem His-CSN1-Vektor führte zu einer deutlichen 
Reduktion der Proteinexpression von c-Myc und STAT1 (Abb. 34). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die siRNA-vermittelte Inhibition von 
STAT1 einen reduktiven Effekt sowohl auf die Proteinexpression von c-Myc als auch 
auf die Expression der untersuchten Untereinheiten des CSN besaß. 
 
4.7 Der Einfluss der siRNA-vermittelten Inhibition von c-Myc auf die CSN-
Expression 
Um den Einfluss von c-Myc auf die Expression von CSN zu untersuchen, wurde eine 
spezifische siRNA gegen c-Myc verwendet, welche die Expression dieses  
Transkriptionsfaktors  herunterreguliert. 
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Abbildung 35: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen nach der Transfektion mit His-CSN1-
Überexpressionsvektor und sic-Myc bzw. siGFP (Kontrolle). Dabei wurde die Proteinexpression von 
CSN1 und CSN8 nach Co-Transfektion mit His-CSN1-Vektor und sic-Myc bzw. siGFP untersucht (A) 
bzw. die Proteinexpression von c-Myc und CSN8 nach Transfektion der siCSN1-Zellen mit sic-Myc 
bzw. siGFP (B). ACTB diente als Ladekontrolle. Für den Western Blot wurden Antikörper gegen 
CSN1, CSN6, CSN8, c-Myc und ACTB verwendet. 
 
Durch die Transfektion von spezifischen siRNAs gegen c-Myc (sic-Myc) in siCSN1-
Zellen wurde c-Myc deutlich herunterreguliert (Abb. 35 B). Die Proteinexpression von 
CSN6 war durch die siRNA-vermittelte Repression von c-Myc ebenfalls deutlich 
vermindert (Abb. 35 B). Die Transfektion der siCSN1-Zellen mit dem His-CSN1-
Überexpressionsvektor führte zu einer Induktion der Neusynthese der CSN-
Untereinheiten (Abb. 21). Die Co-Transfektion dieser Zellen mit dem His-CSN1-
Vektor und sic-Myc hob diesen induktiven Effekt auf und führte zu einer Reduktion 
der Expression der untersuchten Untereinheiten CSN1 und CSN8 unter diesen 
Bedingungen (Abb. 35 A).  
 
4.8 Der Einfluss der siRNA-vermittelten Inhibition von Lin28B auf die CSN-
Expression 
Chang et al. zeigten im Jahre 2009, dass c-Myc durch microRNAs (miRNAs) wie  
let-7, über die Bindung dieser miRNAs an Lin28B reguliert wird. Das RNA-bindende 
Protein Lin28B ist ein post-transkriptioneller Repressor von let-7, der dessen Reifung 
reprimieren kann (Piskounova, 2008; Viswanathan et al., 2008; Hagan et al., 2009). 
Dabei vermittelt es zusammen mit der terminalen Uridyl-Transferase (TUTase: 
Zcchc11/TUT4) die Uridylierung von let-7, was die Dicer-Aktivität hemmt und zum 
Abbau von let-7 führt (Heo, 2008; Hagan, 2009). Um den Einfluss von Lin28B auf die 
Proteinexpression von CSN zu untersuchen, wurden siCSN1-Zellen mit spezifischen 
siRNAs gegen Lin28B transfiziert.  
           siGFP  sic-Myc 
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Abbildung 36: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen nach der Co-Transfektion mit dem His-CSN1-
Überexpressionsvektor und sic-Lin28B bzw. siGFP (Kontrolle). Dabei wurde die Proteinexpression 
von CSN1, CSN8 und c-Myc nach Co-Transfektion mit His-CSN1-Vektor und Lin28B si1 und Lin28B 
si2 (je 0,1 µM) bzw. siGFP in siCSN1-Zellen untersucht. ACTB diente als Ladekontrolle. Für den 
Western Blot wurden Antikörper gegen CSN1, CSN8, c-Myc und ACTB verwendet.  
 
Die Co-Transfektion des His-CSN1-Vektors zusammen mit siLin28B si1 und siLin28B 
si2 bzw. siGFP in siCSN1-Zellen führte nach 48 h zu einer Reduktion der 
Proteinexpression von c-Myc (Abb. 36) im Vergleich zu Zellen, die mit His-CSN1-
Vektor und siGFP transfiziert wurden. Die Proteinexpression der untersuchten CSN-
Untereinheiten CSN1 und CSN8 wurde in den mit siLin28B und His-CSN1 co-
transfizierten siCSN1-Zellen ebenfalls deutlich verringert (Abb. 36). 
 
4.9 miRNAs der let-7-Familie regulieren die CSN-Proteinexpression 
 
4.9.1 Der Effekt von let-7 Antisense-Inhibitoren auf die CSN-Proteinexpression 
Da die siRNA-vermittelte Inhibition von Lin28B zu einer deutlichen Reduktion der 
Proteinexpression der untersuchten CSN-Untereinheiten führte, wurde im nächsten 
Schritt die Wirkung von let-7 auf die Proteinexpression untersucht. Die hierbei 
verwendeten let-7-Inhibitoren waren in der Lage, durch Bindung an die 
entsprechenden miRNAs diese zu hemmen. Zuvor wurden mittels der Datenbank 
miRBase Sanger (MicroCosm) potentielle miRNAs der let-7-Familie ermittelt, die an 
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Tabelle 15: Aus der miRBase Sanger Datenbank (MicroCosm Targets Version 5) ermittelte Mitglieder 
der let-7-Familie, die an Untereinheiten des CSN binden können. 
CSN-Untereinheit miRNA Bindestelle (bp) 



















CSN7A let-7f-1* 727- 749 
CSN7B let-7b 751- 772 
 
Für alle CSN-Untereinheiten außer CSN1, CSN5 und CSN8 wurden mittels der 
MicroCosm Datenbank mögliche Bindungsstellen für miRNAs der let-7-Familie 
identifiziert (Tab. 15). Chang et al. zeigten im Jahre 2009, dass Zellen mit hohem  
c-Myc-Gehalt und niedrigem let-7-Gehalt eine erhöhte Expression an CSN1, CSN2, 
CSN3, CSN6, CSN7B und CSN8 aufwiesen. Mit Hilfe der MicroInspector miRNA 
target site Software wurden weitere Bindestellen für miRNAs der let-7-Familie 
identifiziert. 
 
Tabelle 16: Die mittels der MicroInspector miRNA target site Software (http://bioinfo.uni-
plovdiv.bg/microinspector/) ermittelten Mitglieder der let-7-Familie, die an Untereinheiten des CSN 
binden können sowie deren Bindestellen. 
CSN-Untereinheit miRNA Bindestelle (bp) 





















































CSN5 let-7e 901 
CSN6 let-7d 800 
 
Die MicroInspector miRNA target site Software ermöglicht unter Angabe der 
potentiellen Ziel-mRNA und der vermuteten miRNA eine Analyse über mögliche 
miRNA Bindestellen. Dabei wurden hierfür die Standardeinstellungen der Software 
verwendet. Die Software ermittelte daraus die möglichen miRNA Bindestellen in den 
mRNAs der CSN-Untereinheiten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt. Für 
die folgenden Versuche zur Inhibition der let-7-miRNAs wurden die komplementären 




                                            
Abbildung 37: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen nach Co-Transfektion von His-CSN1-
Überexpressionsvektor mit den komplementären miRNA Antisense-Inhibitoren in siCSN1-Zellen. Co-
Transfektion von His-CSN1-Vektor und den entsprechenden miRNA-Inhibitoren (je 0,2 µM). Neg 
bezeichnet die Negativkontrolle #1, let-7all ist eine Mischung aller fünf Inhibitoren (insgesamt 0,2 µM). 
Es wurde die Expression von CSN1, CSN6, CSN8 und STAT1 untersucht. ACTB diente als 
Ladekontrolle. Für die Detektion mittels Western Blot-Analyse wurden die Antikörper gegen STAT1, 
CSN1, CSN6, CSN8 und ACTB verwendet. 
 
Die Co-Transfektion des His-CSN1-Vektor zusammen mit den komplementären 
miRNA-Inhibitoren führte zu einer Erhöhung der de novo Synthese der CSN-
Untereinheiten im Vergleich zu den Zellen, die mit His-CSN1-Vektor und der 
Negativkontrolle co-transfiziert wurden. Dabei war der induktive Effekt bei den Zellen, 
die mit let-7-a1 und His-CSN1-Vektor co-transfiziert wurden, am deutlichsten  
(Abb. 37). Ebenso führte die Co-Transfektion des His-CSN1-Vektors mit let-7f bzw. 
die Kombination aller fünf komplementären Inhibitoren zu einer Erhöhung der CSN-
Neusynthese. Dieser Anstieg der Proteinexpression zeigte sich bei allen 











                                                   
Abbildung 38: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen 48 h nach Co-Transfektion der siCSN1-Zellen 
mit dem His-CSN1Vektor und dem komplementären miRNA Antisense-Inhibitor let-7-a1 bzw. der 
Negativkontrolle (neg). Dargestellt ist der Einfluss der Co-Transfektion des His-CSN1-Vektors 
zusammen mit dem entsprechenden miRNA-Inhibitoren let-7-a1 (0,2 µM) bzw. der Negativkontrolle #1 
(0,2 µM) auf die Proteinexpression von c-Myc. Für die Detektion mittels Western Blot-Analyse wurden 
die Antikörper gegen c-Myc und ACTB verwendet. 
 
Durch die Co-Transfektion von His-CSN1 und dem let-7-a1 miRNA-Hairpin Inhibitor 
in siCSN1-Zellen kam es nach 48 h zu einer deutlichen Induktion der 
Proteinexpression von c-Myc, verglichen mit Zellen, die mit Kontroll-miRNA-




                                                             
Abbildung 39: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen nach Co-Transfektion mit dem His-CSN1-
Vektor und dem let-7-a1 miRNA-Inhibitor bzw. der Negativkontrolle (neg) nach 48 h. Untersucht wurde 
die Proteinexpression des CSN-Komplexes mittels nativer Gelelektrophorese. Abgebildet ist die 
Expression des freien CSN-Komplexes (CSN), des CSN komplexiert mit dem 20S Proteasom (20S) 
sowie dem CSN, integriert in die Superkomplexe (Superkomplexe). Die Detektion der Expression 
erfolgte mittels Western Blot-Analyse mit einem Antikörper gegen CSN8.  
 
Mit Hilfe der nativen Gelelektrophorese wurde die Proteinexpression der CSN-
Untereinheiten bzw. des CSN-Komplexes analysiert. Die Co-Transfektion des His-
CSN1-Vektors zusammen mit dem miRNA-Inhibitor let-7-a1 führte nach 48 h, im 
Vergleich zur Co-Transfektion mit der Negativkontrolle, zu einer Erhöhung der  
Proteinexpression des CSN-Komplexes sowohl in freier Form (CSN) als auch 
          neg let-7-a1 




             neg   let-7-a1 





komplexiert mit dem 20S Proteasom (20S) sowie integriert in die Superkomplexe 
(Abb. 39).   
 
4.9.2 Der Effekt von let-7-Mimics auf die CSN-Proteinexpression 
miRNA-Mimics werden synthetisch hergestellt und agieren in der Zelle wie miRNAs. 
Dabei verstärken sie die Wirkung der jeweiligen miRNA auf die entsprechende Ziel-
mRNA. 
Da der Antisense-Inhibitor für let-7-a1 bei den vorhergehenden Versuchen den 
deutlichsten Effekt auf die Proteinexpression der CSN-Untereinheiten zeigte, wurde 
für diese Versuche ein miRNA-Mimic für let-7-a1 verwendet, um dessen Wirkung 
dieser miRNA auf die Ziel-mRNAs zu verstärken. Dazu erfolgte eine Co-Transfektion 
der siCSN1-Zellen mit dem His-CSN1-Vektor sowie dem let-7-a1-Mimic (let-7-a1) 
bzw. der entsprechenden Negativkontrolle (neg). 
 
 
                          
Abbildung 40: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen nach Co-Transfektion der siCSN1-Zellen von 
His-CSN1-Vektor und verschiedenen Konzentrationen von miRNA-Mimics. Vergleichend dargestellt ist 
die Co-Transfektion von His-CSN1-Vektor und den entsprechenden miRNA-Mimics (100 nM bzw.  
50 nM). Neg bezeichnet die Negativkontrolle #1. Es wurde die Expression von STAT1, CSN6 und 
CSN8 (A) sowie von Cul1und c-Myc (B) untersucht. ACTB diente als Ladekontrolle. Für die Detektion 
mittels Western Blot-Analyse wurden Antikörper gegen STAT, CSN6, CSN8, Cul1, c-Myc sowie ACTB 
verwendet. 
 
Die Co-Transfektion von His-CSN1 und der let-7-a1 miRNA-Mimics führte im 
Vergleich zu den mit der Negativkontrolle transfizierten Zellen, zu einer deutlichen 
Reduktion der Proteinexpression der untersuchten Signalosomuntereinheiten CSN6 










und CSN8 (Abb. 40 A). Ferner wurde die Expression der Transkriptionsfaktoren 
STAT1 (Abb. 40 A) und c-Myc  (Abb. 40 B) deutlich reduziert. Beide verwendeten 
Konzentrationen von 100 nM bzw. 50 nM an let-7-Mimics zeigten sich hierbei als 
effizient, die Proteinexpression der Zielgene zu reprimieren. 
 
                                
Abbildung 41: Die Proteinexpression von siCSN1-Zellen nach Transfektion von miRNA-Mimics. Es 
wurden hierfür verschiedene Konzentrationen (50 nM bzw. 100 nM) von miRNA-Mimics ohne (-) oder 
mit (+) CSN1-Überxpressionsvektor in siCSN1-Zellen transfiziert. Die Expression wurde mittels 
Western Blot ermittelt. Hierfür wurden Antikörper gegen c-Myc, CSN8 und ACTB verwendet. 
 
Die Transfektion des let-7-a1 miRNA-Mimics in diCSN1-Zellen bewirkte eine 
Verminderung der Proteinexpression sowohl von CSN8 als auch von c-Myc  
(Abb. 41). Dabei waren wieder beide verwendeten Konzentration (100 nM bzw. 50 
nM) des let-7-Mimics effizient die Proteinexpression von CSN8 und c-Myc zu 
reprimieren. 
 
4.9.3 miRNAs der let-7-Familie regulieren die Expression des proteasomalen 
Lids 
Durch die vorherigen Experimente konnte eine Regulation der Biogenese des COP9 
Signalosoms durch miRNAs der let-7-Familie gezeigt werden. Im Folgenden sollten 
mittels der Datenbank MicroCosm Mitglieder der let-7-Familie gefunden werden, die 








Tabelle 17: Aus der miRBase Sanger Datenbank (MicroCosm Targets Version 5) ermittelte Mitglieder 
der let-7-Familie, die an Untereinheiten des proteasomalen Lids binden können. Dabei stellt z. B. let-
7a* („passenger strand“) die maturierte Variante der Vorläufer Form von let-7a-1 dar. Let-7a wäre 
dementsprechend der bevorzugt exprimierte „guide strand“. 
Lid-Untereinheit entspricht  CSN-
Untereinheit 
miRNA Bindestelle (bp) 






















Rpn12 (PSMD8) CSN8 let-7-d* 125-144 















Die Ergebnisse aus Tabelle 17 zeigen, dass die mRNAs der proteasomalen Lid-
Untereinheiten Rpn7, Rpn3, Rpn9, Rpn12, Rpn11 und Rpn8 Bindestellen für 
miRNAs der let-7-Familie besitzen. Dabei wird deutlich, dass die Lid-Untereinheiten 
(Tab. 17) im Gegensatz zu den CSN-Untereinheiten (Tab. 15 & 16) hauptsächlich 






                                    
Abbildung 42: Darstellung der humanen let-7a1 Stammschleife. Daraus entsteht durch die 
Prozessierung durch den Dicer let-7a (5'-ugagguaguagguuguauaguu-3', grüne Sequenz) mit einer 
Länge von 22 Nukleotiden bzw. let-7a* (5'-cuauacaaucuacugucuuuc-3', rote Sequenz), das 21 
Nukleotide lang ist. 
 
Die miRNA-Vorläufer-Formen werden durch den Dicer prozessiert. So kann jede 
Vorform theoretisch zwei miRNAs produzieren. Jedoch wird nur einer der Stränge in 
den RISC-Komplex eingebaut, der andere wird meistens degradiert (Hu et al., 2009).  
Für den Nachweis weiterer Bindestellen von miRNAs der let-7-Familie in den mRNAs 
der proteasomalen Lid-Untereinheiten wurde im Folgenden die MicroInspector 
Software verwendet.  
 
Tabelle 18: Die mittels der MicroInspector miRNA target site Software (http://bioinfo.uni-
plovdiv.bg/microinspector/) ermittelten Mitglieder der let-7-Familie, die an Untereinheiten des 
proteasomalen Lids binden können, deren Bindestellen und die Bezeichnung der homologen 
Signalosomuntereinheiten. 
Lid-Untereinheit entspricht  CSN-
Untereinheit 
miRNA Bindestelle (bp) 








































Rpn12 (PSMD8) CSN8 let-7g* 307; 683 









Mittels der MicroInspector Software konnten in den Sequenzen der mRNAs der 
proteasomalen Lid-Untereinheiten Rpn7, Rpn3, Rpn5, Rpn9 und Rpn12 Bindestellen 
für miRNAs der let-7-Familie ermittelt werden. Auch hier wird ersichtlich, dass die 
proteasomalen Untereinheiten häufig vom „passenger strand“ der let-7 miRNAs 
gebunden werden (Tab. 18). 
 
4.10 Die Analyse der CSN-Assemblierung  
Der Mechanismus der Assemblierung des COP9 Signalosoms ist bislang unbekannt. 
Mittels Dichtegradientenzentrifugation sollte im Folgenden untersucht werden, ob 
nach der Überexpression von His-CSN1 in siCSN1-Zellen 
Assemblierungsintermediate auftreten.  
 
4.10.1 Die Analyse der CSN-Assemblierung nach Überexpression von CSN1 in 
siCSN1-Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation 
In den vorhergegangenen Experimenten wurden die siCSN1-Zellen 48 h nach der 
Transfektion von His-CSN1 lysiert und mittels Western Blot analysiert. Zu diesem 
Zeitpunkt war die Assemblierung des Komplexes jedoch bereits abgeschlossen. 
Daher wurden im Folgenden die siCSN1-Zellen bereits 15 h nach der Transfektion 





       
 
 
Abbildung 43: Die Analyse der  Proteinexpression nach der Transfektion mit dem His-CSN1-Vektor 
(B) bzw. His-Leervektor (A) in siCSN1-Zellen mittels Glycerolgradienten (40 %-10 % Glycerin). Es 
wurde die Expression von CSN1, CSN8 und c-Myc untersucht. Die Detektion erfolgte mittels Western 
Blot-Analyse mit Antikörpern gegen CSN1, CSN8 und c-Myc. 
 
Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation wurde das Lysat von siCSN1-Zellen, die 
15 h zuvor mit His-CSN1 (Abb. 43 B) bzw. His-Leervektor (Abb. 43 A) transfiziert 
wurden, aufgetrennt. Dabei konnten die CSN-Untereinheiten CSN1 und CSN8 
hauptsächlich in den Fraktionen 12- 16 detektiert werden. Ferner konnte eine Co-
Sedimentation der CSN-Untereinheiten mit dem Transkriptionsfaktor c-Myc in den 
Fraktionen 14 und 16 (Abb. 43 A & B) nachgewiesen werden. Nach der 
Überexpression von His-CSN1 in den siCSN1-Zellen konnte eine deutliche His-
CSN1-Bande detektiert werden, die auf die Transfektion des Überexpressionsvektors 
zurückzuführen war (Abb. 43 B). 
 
 
              
      
 
 
Abbildung 44: Die Analyse der  Proteinexpression in siCSN1-Zellen 15 h nach der Transfektion mit 
dem His-CSN1-Vektor (B) bzw. His-Leervektor (A) mittels Glycerolgradienten (40 %-10 % Glycerin). 
Dabei wurde die Expression von STAT1, CSN5 und CSN8 untersucht. Für die Detektion mittels 



















Die CSN-Untereinheiten CSN5 und CSN8 waren nach der 
Dichtegradientenzentrifugation hauptsächlich in den Fraktionen 14-18 detektierbar. 
Ferner konnte eine Co-Sedimentation des CSN mit dem Transkriptionsfaktor STAT1 
in Fraktion 16-18 gezeigt werden (Abb. 44 A & B). 
 
 




Abbildung 45: Die Analyse der Proteinexpression in siCSN1-Zellen 15 h nach der Transfektion der 
Zellen mit dem His-CSN1-Vektor (B) bzw. His-Leervektor (A) mittels Glycerolgradienten (40 % -10 % 
Glycerin). Es wurde die Expression von Cul1, CSN6, CSN8, Gank (Gankyrin) und PSMD5 untersucht. 
Die Detektion mittels Western Blot-Analyse erfolgte mit Hilfe spezifischer Antikörper gegen STAT1, 
CSN6, CSN8, Gankyrin und PSMD5.  
 
Die Assemblierung des 19S RP des Proteasoms wird durch die Chaperone p28 
(Gankyrin/ PSMD10), S5b (PSMD5) und p27 vermittelt (Besche et al. 2009; Kaneko 
et al. 2009). Die Dichtegradientenzentrifugation von siCSN1-Zellen, die mit His-CSN1 
(Abb. 45 A) bzw. einem His-Leervektor (Abb. 45 B) transfiziert wurden, zeigte, dass 
die Signalosomuntereinheiten CSN6 und CSN8 in den Fraktionen 12-16 
sedimentieren. Das Chaperon Gankyrin sowie Cul1 sedimentierten ebenfalls zum 
Teil in den Fraktionen 12-16. PSMD5 wurde in allen untersuchten Fraktionen 
detektiert (Abb. 45 A & B). Ferner konnte in den schweren Fraktionen 2-4 CSN6 
nachgewiesen werden, dass nicht zusammen mit den anderen CSN-Untereinheiten 
sedimentiert (Abb. 45 A & B). 
 
4.10.2 Der Effekt der Zytokinstimulation auf die CSN-Assemblierung 
Die Zytokinstimulation führte in den vorhergegangenen Experimenten (Abb. 29-31) 














40 %                            10 % 40 %                               10 % 
 
 81 
Dichtegradientenzentrifugation sollte das Zelllysat nun nach Zytokinstimulation auf 
Assemblierungsintermediate untersucht werden. 
  
 








Abbildung 46: Die Proteinexpression in siCSN1-Zellen 0 h (A), 10 h (B) und 15 h (C) nach IFNγ (100 
U/ml) Stimulation in siCSN1-Zellen. Die Analyse der Expression von STAT1, CSN1, CSN5 und CSN8 
erfolgte mittels eines Glycerolgradienten (40 %-10 % Glycerin). Für die Detektion mittels Western Blot-
Analyse wurden spezifische Antikörper gegen STAT1, CSN1, CSN5 und CSN8 verwendet. 
 
Durch die zytokininduzierte Stimulation mit IFNγ kam es nach 10 h (Abb. 46 B) und 
15 h (Abb. 46 C) im Vergleich zu unstimulierten Zellen (Abb. 46 A) zu einer 
deutlichen Induktion der STAT1 Proteinexpression. 10 h nach der Zytokinstimulation 
(Abb. 46 B) mit IFNγ konnte STAT1 in allen untersuchten Fraktionen detektiert 
werden. In unstimulierten Zellen (Abb. 46 A) konnte STAT1 nur in Fraktionen 12-16 
detektiert werden. Der Transkriptionsfaktor STAT1 sedimentierte, wie auch nach der 
Transfektion mit His-CSN1 (Abb. 43 A-B; 44 A-B; 45 A-B), in den selben Fraktionen 
wie die CSN-Untereinheiten (Fraktion 12-18). Des Weiteren kam es nach der 
Zytokinstimulation zu einem deutlichen Anstieg der Proteinexpression von CSN1, 
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Die Funktionen und der Aufbau des Signalosoms sind in Folge zahlreicher 
Untersuchungen ausführlich charakterisiert und analysiert worden. Die Mechanismen 
der Biogenese und der Assemblierung der einzelnen Untereinheiten bzw. des 
gesamten Komplexes sind bislang unbekannt. Daher befasst sich der Inhalt der hier 
vorliegenden Arbeit mit der Regulation der Biogenese des COP9 Signalosoms.  
Peth et al1. konnten im Jahre 2007 zeigen, dass die stabile Expression von siRNA-
Oligos gegen die CSN1-Untereinheit in HeLa-Zellen zu einer Reduktion des 
gesamten CSN-Komplexes auf Proteinebene führt. Die transiente Überexpression 
der herunterregulierten Untereinheit CSN1 in diesen siCSN1-Zellen induzierte die 
Neusynthese des gesamten Komplexes auf Proteinebene. Eine solche Regulation 
konnte ferner für transient mit CSN2 transfizierte HeLa-Zellen (Naumann  
et al., 1999) sowie in stabil mit CSN2 transfizierten murinen B8-Fibroblasten (Huang 
et al., 2005) gezeigt werden. Im Gegensatz dazu reduzierte die stabile Transfektion 
von siRNA-Oligos gegen die Untereinheit CSN5 in HeLa-Zellen die 
Proteinexpression von CSN5, aber nicht die Expression des gesamten CSN-
Komplexes (Peth et al., 2007). 
Die Ergebnisse der hier vorgelegten Promotionsarbeit zeigen, dass die Induktion der 
Expression des gesamten CSN-Komplexes durch die Überexpression der CSN1-
Untereinheit in HeLa-Zellen (siCSN1-Zellen) über spezifische miRNAs gesteuert 
wird. Dies weist auf einen bislang unbekannten Regulationsmechanismus der 
Biogenese des CSN-Komplexes hin. 
 
5.1 In den siCSN1-Zellen zeigt das CSN nur marginale Veränderungen auf 
mRNA-Ebene  
Die stabil mit siRNA-Oligos gegen die CSN-Untereinheit CSN1 transfizierten HeLa-
Zellen (Peth et al. 2007) zeigten auf Ebene der mRNA-Expression eine siRNA-
vermittelte Herunterregulation von CSN1, begleitet von einer Reduktion aller 
untersuchten CSN-Untereinheiten. Dies konnte mittels Microarray-Analyse, 
semiquantitativer PCR und quantitativer Real-Time PCR verifiziert werden. Mittels 
Microarray-Analysen wurden Gene identifiziert, die durch die stabile Reduktion von 
CSN1 in den HeLa-Zellen co-reguliert wurden. Neben den Untereinheiten des CSN 
waren ebenfalls einige Bestandteile des UPS, wie Rbx1 und Cul1, auf mRNA-Ebene 
reprimiert. Die Reduktion der mRNA-Expression der Komponenten des UPS könnte 
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zu einer Verringerung der Aktivität dieses Systems führen und so den proteasomalen 
Substratabbau verlangsamen. Ein ähnlicher Zusammenhang wurde bereits in 
Neurospora crassa gezeigt. Hier bewirkte die Inhibition der Untereinheit CSN2 eine 
erhöhte Autoubiquitinierung und einen schnelleren Abbau von Cul1 und Skp1 im 
Vergleich zu Wildtypzellen. Dadurch wurde die Proteolyse von spezifischen 
Substraten verlangsamt (He et al., 2005). In A. thaliana führte der Verlust von CSN5 
oder CSN6 zur Instabilität bzw. zum Zerfall des gesamten CSN-Komplexes sowie zu 
einer Destabilisierung der Culline1, 3 und 4 (Gusmaroli et al., 2005). Diese 
Beobachtungen bestätigten die Ergebnisse der in Rahmen dieser Promotionsarbeit 
durchgeführten Microarray-Analysen. Die Reduktion der mRNA-Expression von 
CSN1 in den siCSN1-Zellen könnte so zu einer Destabilisierung von Rbx1 und Cul1 
und dadurch zu einem erhöhten Abbau dieser Faktoren durch Autoubiquitinierung 
führen. Peth et al. konnten bereits zeigen, dass die Expression von Rbx1 in siCSN1-
Zellen verringert war. Dies war darauf zurückzuführen, dass aufgrund der 
verminderten CSN-Expression ebenfalls weniger USP15 vorhanden war. USP15 ist 
mit der CSN-Untereinheit CSN7 assoziiert und schützt Proteine wie Rbx1 vor 
Autoubiquitinierung (Peth et al., 20071). Ferner wurde bereits gezeigt, dass der 
„knock-down“ von CSN2 in HeLa-Zellen zu einer Destabilisierung und verminderten 
Expression der CRLs führt (Schweitzer et al., 2007). Diese Ergebnisse bestätigen die 
Daten, welche im Rahmen dieser Promotionsarbeit erhoben wurden. Durch die 
verminderte CSN-Expression kam es vermutlich zu einer verringerten USP15 
Expression, was zu einer Destabilisierung der CRLs und zu einer reduzierten 
Expression führte. 
Die Überexpression von His-CSN1 induzierte die mRNA-Expression der CSN-
Untereinheiten in den siCSN1-Zellen. Diese Ergebnisse konnten durch Microarray-
Analysen, semiquantitative RT-PCR und quantitative Real-Time PCR verifiziert 
werden. Des Weiteren führte die CSN1-Überexpression in diesen Zellen zu einer 
Induktion der mRNA-Expression von STAT1 und c-Myc. Diese Faktoren sind 
möglicherweise an der Regulation der Transkription bzw. der Expression der CSN-
Untereinheiten beteiligt. Die Analyse der Microarray-Daten zeigte ferner, dass die 
mRNA-Expression verschiedener Bestandteile des UPS, wie z. B. Cul1, Nedd8, 
Rbx1 und Cand1, durch die Überexpression von CSN1 in siCSN1-Zellen induziert 
wurde. Peth et al. zeigten, dass das CSN die CRLs stabilisiert und vor 
Autoubiquitinierung und proteasomalen Abbau schützt (Peth et al., 20071). So führten 
 
 84
die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgeführten Experimente nach 
Transfektion der siCSN1-Zellen mit His-CSN1 zu einer Induktion der de novo 
Synthese des CSN-Komplexes, verbunden mit einem Anstieg von USP15. Daraus 
resultierte die Stabilisierung der CRLs und eine Erhöhung ihrer mRNA-Expression. 
Die Änderungen der mRNA-Expression waren sowohl in den siCSN1-Zellen als auch 
nach Überexpression von His-CSN1 in diesen Zellen nur marginal. Auf Proteinebene 
konnten deutlich stärkere Effekte beobachtet werden. Daher ist davon auszugehen, 
dass die Biogenese der CSN-Untereinheiten post-transkriptionell reguliert wird. So 
wird die Expression des Transkriptionsfaktors c-Myc durch miRNAs der let-7-Familie 
post-transkriptionell gesteuert (Sampson et al., 2007; Kim et al., 2009). Durch die 
verminderte CSN1-Expression in den siCSN1-Zellen und dem damit verbundenen 
verringerten Gehalt an CSN1-mRNA könnte es zu einem reduzierten Angebot an 
Bindestellen für miRNAs der let-7-Familie gekommen sein. Diese miRNAs würden 
dann an andere potentielle Bindestellen in anderen Ziel-mRNAs, möglicherweise an 
mRNAs der übrigen CSN-Untereinheiten, c-Myc oder STAT1 binden und deren 
Translation bzw. Expression hemmen. Dies würde die verminderte mRNA-
Expression der Signalosomuntereinheiten sowie von c-Myc und STAT1 erklären. 
Die Überexpression von His-CSN1 führte in den siCSN1-Zellen zu einem 
Überangebot an Bindestellen für die Mitglieder der let-7-Familie. Die miRNAs wurden 
vermutlich „abgefangen“. Dadurch konnten diese nicht an ihre Ziel-mRNAs, wie den 
CSN-Untereinheiten, c-Myc und STAT1 binden und diese reprimieren, was wiederum 
zu einer erhöhten Expression dieser Ziel-mRNAs führte (Leppert et al.).   
 
5.2 Die Regulation der Proteinexpression der CSN-Untereinheiten, von STAT1 
und c-Myc in siCSN1-Zellen 
Die stabil transfizierten siCSN1-Zellen wiesen eine Reduktion der Proteinexpression 
der untersuchten CSN-Untereinheiten auf. Des Weiteren wurde die Expression der 
Transkriptionsfaktoren c-Myc und STAT1 durch die stabile Transfektion von siCSN1 
in diesen Zellen deutlich reduziert.  
Dass die Überexpression der Untereinheit CSN1 in siCSN1-Zellen zur Induktion der 
Expression der CSN-Untereinheiten auf Proteinebene führt, konnten Peth et al.2 
bereits 2007 zeigen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den in dieser Arbeit 
gezeigten Daten. Dabei führte die transiente Überexpression der Untereinheit CSN1 
in den stabil transfizierten siCSN1-Zellen zu einer Induktion der Proteinexpression. 
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Dies konnte durch native Gelelektrophorese bestätigt werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte zudem erstmals gezeigt werden, dass die Transfektion von His-CSN1 
in siCSN1-Zellen zu einem Anstieg in der Proteinexpression von STAT1 und c-Myc 
führte. Die Induktion der Proteinexpression könnte auf eine post-transkriptionelle 
Regulation durch miRNAs zurückzuführen sein. Dass miRNAs die Expression 
bestimmter Zielgene modulieren, wurde schon in verschiedenen Systemen gezeigt. 
So konnten Johnson et al. 2005 in HepG2-Zellen eine Regulation von RAS durch 
miRNAs der let-7-Familie nachweisen (Johnson et al. 2005). Des Weiteren ist c-Myc 
ein Ziel von let-7 (Kim et al., 2009). In den siCSN1-Zellen kam es durch siRNA-
vermittelte Repression von CSN1 zu einem verminderten Angebot an Bindestellen 
für let-7 miRNAs. Diese haben daraufhin vermehrt an Bindestellen anderer Ziel-
mRNAs gebunden. Da sowohl die CSN-Untereinheiten als auch c-Myc und STAT1 
Bindestellen für let-7 besitzen und somit Ziele von dessen repressorischen Aktivität 
sind, könnte die Proteinexpression der Zielgene von let-7 auf post-transkriptioneller 
Regulationsebene reprimiert worden sein. Die Überexpression von His-CSN1 in den 
siCSN1-Zellen führte zu mehr verfügbaren Bindestellen für miRNAs der let-7-Familie. 
Dies resultierte in einer erhöhten Expression der Zielgene wie von c-Myc und den 
CSN-Untereinheiten, da diese nicht mehr durch miRNAs reprimiert wurden. 
 
5.3 Der Einfluss der Regulation des CSN-Komplexes auf den proteasomalen 
Lid  
Das Signalosom kann mit Bestandteilen des UPS interagieren und sogenannte 
Superkomplexe, bestehend aus CRLs, dem 26S Proteasom und dem CSN bilden 
(Huang et al., 2005). Des Weiteren kann das CSN als alternativer Lid des 
Proteasoms agieren (Li et al., 2003). Daher wurde die Expression der proteasomalen 
Lid-Untereinheiten in siCSN1-Zellen auf mRNA-Ebene mittels Microarray-Analyse 
untersucht. Hierbei konnte eine Korrelation der herunterregulierten Untereinheiten 
gefunden werden. Die homologen proteasomalen Lid-Untereinheiten zeigten auf 
mRNA-Ebene ebenfalls eine deutliche Reduktion in siCSN1-Zellen, verglichen mit 
den Kontroll-Zellen. Nach Transfektion von His-CSN1 in siCSN1-Zellen kam es zu 
einer Induktion der mRNA-Expression aller untersuchten Lid-Untereinheiten. Li et al. 
zeigten 2003, dass sowohl mehrere α-Untereinheiten (PSMA1 oder PSMA5) als auch 
β-Untereinheiten (PSMB1, PSMB5, PSMB7) des 20S Proteasoms Zielgene von  
c-Myc darstellen. Ferner werden Bestandteile des 19S RP (PSMC4, PSMC5) durch 
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c-Myc reguliert. Einige Lid-Paraloge des CSN sind ebenfalls Ziele der c-Myc-
vermittelten Transkriptionsregulation (PSMD3/CSN3, PSMD7/CSN6, 
PSMD11/CSN2, PSMD8/CSN8) (Li et al., 2003). Daher könnte man vermuten, dass 
die Co-Regulation der Lid-Untereinheiten in den siCSN1-Zellen möglicherweise 
durch miRNAs der let-7-Familie vermittelt wird. 
 
5.4 Der Einfluss der CSN2-Überexpression auf die RNA-Expression 
In murinen B8-Fibroblasten führte die Überexpression von Flag-CSN2 zu einer 
Erhöhung der Proteinexpression der CSN-Untereinheiten (Huang et al., 2005). Dass 
die Überexpression der CSN-Untereinheiten CSN1 bzw. CSN2 zu einer Induktion der 
Assemblierung des gesamten CSN-Komplexes auf Proteinebene führt, konnte 
bereits mehrfach bewiesen werden (Naumann et al., 1999; Huang et al., 2005; Peth  
et al., 20072). In dieser Promotionsarbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die 
Überexpression von His-CSN1 bzw. Flag-CSN2 in siCSN1- bzw. HeLa-Zellen nur zu 
einem marginalen Anstieg der mRNA-Expression der untersuchten CSN-
Untereinheiten führte. Die Daten der nach der Transfektion von Flag-CSN2 in HeLa-
Zellen durchgeführten Microarray-Analysen bestätigen diese Beobachtungen. Ferner 
korrelieren diese Daten mit den Werten der Microarray-Analyse nach der 
Überexpression von His-CSN1 in siCSN1-Zellen. Dies führte zu der 
Schlussfolgerung, dass die Biogenese der CSN-Untereinheiten post-transkriptionell 
durch miRNAs reguliert wird. Des Weiteren wurden STAT1, c-Myc, Nedd8 sowie 
einige Culline deutlich induziert. Diese Ergebnisse korrelieren ebenfalls mit den 
ermittelten Werten zur Überexpression von CSN1 in siCSN1-Zellen. Möglicherweise 
wird durch die Regulation der CSN-Synthese bzw. der Bildung von dessen 
Untereinheiten die Expression von Komponenten der Superkomplexe co-reguliert. So 
ist Cul1 ein direktes Zielgen des Transkriptionsfaktors c-Myc (O´Hagan et al., 20002). 
Dieser kann die Expression von Cul1 aktivieren und somit die ubiquitin-abhängige 
Proteolyse bestimmter Substrate induzieren (O´Hagan et al., 20001). Ferner wurde 
bereits gezeigt, dass das CSN die CRLs stabilisiert und somit gegen 
Autoubiquitinierung und proteasomalen Abbau schützen kann (Peth et al., 20071). 
Durch die Überexpression von Flag-CSN2 in den HeLa-Zellen kam es daher zu einer 




Ein weiterer Hinweis auf eine post-transkriptionelle Regulation der CSN-Biogenese 
waren die geringen Änderungen der mRNA-Expression in den stabil transfizierten 
B8-Fibroblasten. Diese zeigten auf Proteinebene eine deutliche Induktion der 
Expression des gesamten Komplexes (Huang et al., 2005). Aus den Daten dieser 
Arbeit erkennt man, dass auf mRNA-Ebene keine Erhöhung der Expression 
detektierbar war. Daraus kann man schließen, dass die Regulation der Biogenese 
der CSN-Untereinheiten post-transkriptionell gesteuert wird. 
 
5.5 Die Regulation der CSN-Expression in zytokinstimulierten HeLa-Zellen 
Sowohl die siRNA-vermittelte Repression von CSN1 in den siCSN1-Zellen als auch 
die Überexpression von His-CSN1 in den siCSN-Zellen zeigte einen Effekt auf die 
STAT1-Expression. Daher sollte die Expression von STAT1 auf einem anderen Weg 
induziert werden. Ein gut beschriebenes Bespiel hierfür ist die Induktion von STAT1 
durch den JAK-STAT-Signalweg, welcher ein essentieller Regulationsweg als 
Antwort auf die Stimulation mit Zytokinen ist (Darnell et al., 1994). Zytokine 
übertragen intrazelluläre Signale und regulieren eine Vielzahl wichtiger zellulärer 
Prozesse wie das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung oder die Immunantwort. 
(Imada & Leonard, 2000; Leonard & Lin, 2000). Die in dieser Arbeit verwendeten 
Zytokine Interferon α und Interferon γ gehören zur Gruppe der Typ II Zytokine. Beide 
Interferone aktivieren durch Assoziation an ihre spezifischen Rezeptoren den JAK-
STAT-Signalweg. Infolgedessen aktiviert STAT1 die Transkription bestimmter 
Zielgene (Clevenger, 2004; Lim & Cao, 2006; Schindler & Plumlee, 2008). 
In den Versuchen, welche im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgeführt wurden, 
führte die IFNα-Stimulation der siCSN1-Zellen zu einer deutlichen Induktion der 
Proteinexpression der untersuchten CSN-Untereinheiten. Die Induktion der 
Expression ging mit der Erhöhung der Proteinexpression und der Phosphorylierung 
von STAT1 in diesen Zellen einher. Dies könnte so erklärt werden, dass die Induktion 
der Expression und der Phosphorylierung von STAT1 durch IFNα zu einer erhöhten 
Aktivität dieses Transkriptionsfaktors führte. Die erhöhte Aktivität von STAT1 
resultierte dann möglicherweise in einem Anstieg der Expression seiner Zielgene. So 
konnte bereits in RAMOS-Zellen gezeigt werden, dass bereits 30 min nach 
Stimulation der Zellen mit IFNα die phosphorylierte Form von STAT1 im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen signifikant anstieg (Su & David, 2000).  
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Die Stimulation der siCSN1-Zellen mit IFNα führte ferner zu einer erhöhten 
Proteinexpression von c-Myc. Diese Beobachtung wird durch die Ergebnisse einer 
anderen Arbeit bestätigt, in der gezeigt wurde, dass die IFNα-Stimulation in humanen 
T-Lymphozyten ebenfalls zu einer Induktion der c-Myc-Expression auf Proteinebene 
führte (Matikainen et al., 1999). c-Myc ist ein wichtiger Transkriptionsregulator in 
Zellen (Sears, 2004; Meyer & Penn, 2008). Die Transkription verschiedener 
Zielgene, wie des Chromatin-bindenden Proteins HMGI/Y, wird durch c-Myc aktiviert 
(Wood et al., 2000). So könnte eine erhöhte Expression von c-Myc in den siCSN1-
Zellen zu einer Induktion der Expression der CSN-Untereinheiten beitragen. In der 
hier vorliegenden Promotionsarbeit wurde des Weiteren erstmals gezeigt, dass die 
Behandlung von HeLa-Zellen mit IFNα bzw. mit IFNγ zu einer Induktion der 
Proteinexpression der CSN-Untereinheiten und c-Myc führt. Durch die Stimulation 
der Zellen mit diesen Zytokinen wurde STAT1 aktiviert, was zu einer Induktion der  
Transkription seiner Zielgene führte (Clevenger, 2004; Lim & Cao, 2006; Schindler & 
Plumlee, 2008). c-Myc ist ein Zielgen von STAT1 (Dostal et al., 1997). Daher führte 
die Aktivierung von STAT1 zu einer erhöhten Expression von c-Myc in diesen Zellen, 
was wiederum zu einer erhöhten Expression der Zielgene von c-Myc führte, zu 
denen die Untereinheiten des CSN gehören. Li et al., zeigten im Jahre 2003, dass 
die Untereinheiten CSN3, CSN5 und CSN7A Zielgene von c-Myc sind. Dies würde 
die erhöhte Proteinexpression der untersuchten CSN-Untereinheiten erklären. So ist 
es ferner möglich, dass auch die Transkription anderer CSN-Untereinheiten durch  
c-Myc beeinflusst wird.  
 
5.6 Der Effekt der Inhibition der JAK-Kinasen mittels pharmakologischer 
Inhibitoren  
Die Beteiligung des JAK-STAT-Signalweges am Einfluss der IFN-Stimulation auf die 
Expression der CSN-Untereinheiten wurde durch weitere Experimente charakterisiert 
und analysiert. So führte die pharmakologische Inhibition von TYK2 (AG9) bzw. JAK2 
(AG490) nach Stimulation der HeLa-Zellen mit IFNγ zu einer Verringerung der 
Expression der CSN-Untereinheiten. Auch die Expression von c-Myc und STAT1 
sowie dessen Phosphorylierung wurde unter diesen Bedingungen reduziert. Am 
effizientesten war die Kombination beider Inhibitoren zusammen. Gallmeier et al. 
zeigten im Jahre 2005, dass die Behandlung von Pankreas-Läppchen aus Ratten mit 
AG490 und nachfolgender Stimulation mit IFNγ zu einem deutlichen Rückgang der 
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STAT1-Phosphorylierung wie auch der STAT1-Proteinexpression führte. Ferner 
konnte in der Mauszelllinie 32Dp210 und der humanen leukämischen Zelllinie K562 
nach Behandlung der Zellen mit dem pharmakologischen Inhibitor AG490 eine 
Reduktion der c-Myc Expression auf Proteinebene beobachtet werden (Samanta et 
al., 2006). Diese Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen, die im Rahmen 
dieser Promotionsarbeit im Zusammenhang mit der Zytokinstimulation der HeLa-
Zellen erhoben wurden. Die Inhibition der Kinasen durch die spezifischen 
pharmakologischen Inhibitoren führte zu einer Reduktion der STAT1-
Phosphorylierung und Expression und damit verbunden zu einer Verringerung der 
STAT1-Aktivität. Dadurch kam es möglicherweise zu einer Reduktion der Expression 
von STAT1-Zielgenen, wie c-Myc. Die verminderte c-Myc-Expression führte 
wahrscheinlich zu einer Reduktion der Expression von c-Myc-Zielgenen, zu denen 
CSN-Untereinheiten gehören (Li et la., 2003). Ferner kam es durch die Reduktion 
von c-Myc zu einer Verminderung von Bindestellen für let-7 miRNAs. Diese miRNAs 
banden im Folgenden an andere Ziel-mRNAs, wie den mRNAs der CSN-
Untereinheiten und führten zu einer Reduktion von deren Expression. 
 
5.7 Die Auswirkungen der siRNA-vermittelten Inhibition von STAT1, c-Myc bzw. 
Lin28B auf die Proteinexpression der CSN-Untereinheiten 
Die aus den zuvor durchgeführten Versuchen gewonnenen Ergebnisse führten zu 
der Frage, ob STAT1 bzw. c-Myc an der Regulation der Biogenese des CSN beteiligt 
sind. Daher wurden diese Faktoren durch spezifische siRNAs inhibiert. Die siRNA-
vermittelte Repression von STAT1 durch Transfektion des siSTAT1-Vektors (Krämer 
et al., 2006) in HeLa- bzw. siCSN1-Zellen und die nachfolgende Stimulation der 
Zellen mit Interferonen bewirkte eine Reduktion der Proteinexpression von STAT1 
und der untersuchten CSN-Untereinheiten. Hierbei wurde durch die Transfektion des 
siSTAT1-Vektors in die Zellen die zytokininduzierte de novo Synthese des CSN 
reprimiert. Krämer et al. zeigten im Jahre 2006 in der humanen Melanomazelllinie 
SK37, dass die Transfektion des siSTAT1-Vektors die Expression von STAT1 in 
diesen Zellen auf Proteinebene reduzierte. Die Behandlung von Sk37-Zellen mit 
IFNα besaß nach Transfektion von siSTAT1 keinen Einfluss auf die Expression von 
STAT1 auf Proteinebene (Krämer et al., 2006). Die Aktivierung von STAT1 führt nach 
Zytokinstimulation zu einer Induktion der Expression bestimmter Zielgene 
(Clevenger, 2004; Lim & Cao, 2006; Schindler & Plumlee, 2008). Die siRNA-
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vermittelte Inhibition von STAT1 resultierte demzufolge in einer verringerten 
Expression der Zielgene, wie z. B. von c-Myc. Die Ergebnisse der hier vorgelegten 
Arbeit zeigten, dass die Proteinexpression von c-Myc wie auch die Expression der 
untersuchten CSN-Untereinheiten verringert wurde. Um zu zeigen, dass die 
Regulation der Proteinexpression der CSN-Untereinheiten durch c-Myc vermittelt 
wird, wurden die Zellen mit spezifischen siRNAs gegen c-Myc transfiziert. 
Li et al. zeigten im Jahre 2006, dass der „knock-down“ von c-Myc mittels spezifischer 
siRNAs in der pankreatischen Karzinom-Zelllinie Panc1 und der hepatozellulären 
Karzinom-Zelllinie HepG2 zu einer signifikanten Reduktion der Proteinexpression des 
c-Myc Zielgens PEG10 (paternally expressed gene-10) führte (Li et al., 2006). In 
entsprechender Weise führte die siRNA-vermittelte Inhibition von c-Myc in siCSN1-
Zellen zu einer Reduktion der Proteinexpression der untersuchten CSN-
Untereinheiten. Dies deutet darauf hin, dass c-Myc an der Regulation der 
Biosynthese des Signalosoms beteiligt ist. Wie zuvor bereits erwähnt, wird die 
Expression von c-Myc durch die Bindung von regulatorischen miRNAs gesteuert 
(Sampson et al., 2007). Daher ist es des Weiteren möglich, dass die Inhibition von  
c-Myc zu einem Verlust von Bindestellen für miRNAs führt. Dies führt zu einer 
vermehrten Bindung dieser regulatorischen miRNAs an andere potentielle 
Bindestellen, wie an den mRNAs der Signalosomuntereinheiten. Dies könnte 
wiederum zu einer verminderten Translation dieser mRNAs und damit verbunden zu 
einer reduzierten Proteinexpression dieser Zielgene beitragen. 
Ferner steuert c-Myc die Expression des RNA-bindenden Proteins Lin28B. So bindet 
c-Myc an den Promotor von Lin28B und aktiviert so dessen Transkription (Chang et 
al., 2009; Kenneth & White, 2009). Lin28B kann die Prozessierung der miRNA let-7 
durch Rekrutierung von TUT4 reprimieren. Dieses führt zu einer terminalen 
Uridylierung der prä-let-7 miRNAs und inhibiert die Dicer Aktivität. Die prä-let-7 
miRNAs werden somit nicht weiter prozessiert und im Folgenden degradiert (Heo, 
2008; Piskounova, 2008; Viswanathan et al., 2008; Hagan et al., 2009). Viswanathan 
et al. zeigten 2008, dass Lin28B die Prozessierung von pri-let-7g inhibiert. Es konnte 
ferner demonstriert werden, dass in Zellen, die einen hohen c-Myc Gehalt besitzen 
let-7 reprimiert ist (Chang et al., 2009). 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Co-Transfektion von 
His-CSN1 und spezifischen siRNAs gegen Lin28B die Expression von c-Myc, wie 
auch der untersuchten CSN-Untereinheiten, reprimiert ist. Die siRNA-vermittelte 
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Inhibition von Lin28B führte zu einer Reduktion der Lin28B Expression und damit 
verbunden zu einer erhöhten Konzentration an let-7 miRNAs. Chang et al. 
demonstrierten 2009, dass die siRNA-vermittelte Inhibition von Lin28B in der  
B-Lymphozyten Zelllinie P493-6 zu einer Induktion der RNA-Expression von let-7g 
führt. Im Gegensatz dazu bewirkte die Inhibition von Lin28B eine Repression der 
mRNA-Expression von Lin28B (Chang et al., 2009). Infolge der Reduktion von 
Lin28B und der daraus resultierenden Induktion der let-7 Expression kam es zu einer 
Verringerung der Proteinexpression der untersuchten CSN-Untereinheiten. Diese 
Ergebnisse implizieren, dass die Biogenese der CSN-Untereinheiten durch miRNAs 
reguliert wird. So könnte die siRNA-vermittelte Inhibition von Lin28B zu einer 
Reduktion der Expression von Lin28B führen. Dieses bewirkte eine verminderte 
Uridylierung der let-7 miRNAs durch TUT4. In Folge dessen kam es zu einem 
erhöhten Level an let-7 miRNAs. Diese konnten verstärkt an spezifische Bindestellen 
in ihren Ziel-mRNAs binden und deren Translation reprimieren. Sowohl c-Myc als 
auch die Untereinheiten des CSN beherbergen Bindestellen für Mitglieder der let-7-
Familie. Sie sind somit potentielle Ziele für die Bindung von let-7. Dies erklärt die 
Reduktion der Proteinexpression von c-Myc und der CSN-Untereinheiten unter 
diesen Bedingungen.  
 
5.8 Der Effekt von komplementären let-7-Inhibitoren auf die CSN-
Proteinexpression 
miRNAs wie let-7 reprimieren die Translation bestimmter Zielgene (Heo et al., 2008; 
Chang et al., 2009). Um herauszufinden, ob das CSN Ziel einer solchen Regulation 
ist, wurden im Folgenden spezifische Inhibitoren gegen miRNAs der let-7-Familie 
verwendet. Dabei handelte es sich um chemisch modifizierte einzelsträngige 
Oligonukleotide, die partiell sekundäre Haarnadelstrukturen ausbilden. Diese 
schützen die Inhibitoren vor Abbau und erleichtern die Anlagerung an den RISC-
Komplex. Die Sequenz der Inhibitoren ist komplementär zur maturierten miRNA. Sie 
binden irreversibel endogene miRNAs und kompetitieren gebunden am miRNA-
RISC-Nukleoproteinkomplex mit der Ziel-mRNA um die Bindung am miRNA-RISC-
Komplex (Vermeulen et al., 2007). 
Die Co-Transfektion von His-CSN1 und der komplementären let-7 Inhibitoren 
induzierte die Proteinexpression der untersuchten CSN-Untereinheiten, von c-Myc 
und von STAT1. Dieser induktive Effekt der CSN-Expression durch die 
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komplementären let-7-Inhibitoren war additiv zu der Überexpression von His-CSN1 in 
den siCSN1-Zellen. Dies wurde mittels nativer Gelelektrophorese bestätigt. Kürzlich 
gelang es Chang et al., zu zeigen, dass die Transfektion von komplementären 
miRNA-Inhibitoren in humane B-Lymphozyten (P493-6) zu einer signifikanten 
Reduktion der Expression von let-7a, let-7d und let-7g führt (Chang et al., 2009). Des 
Weiteren war die Transfektion von komplementären Inhibitoren gegen let-7a, let-7b, 
let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g und let-7i in murinen embryonalen Stammzellen mit 
einer signifikanten Reduktion der miRNA-Expression verbunden (Melton et al., 2010). 
Diese Ergebnisse bestätigen den reduktiven Effekt der im Rahmen dieser 
Promotionsarbeit verwendeten miRNA-Inhibitoren auf die  Expression der jeweiligen 
miRNA. Ferner bewirkte die Transfektion des komplementären Inhibitors der let-7a 
miRNA in humanen MZ-1 Zellen eine Induktion des Tumorsuppressors NF2 
(Neurofibromin 2) auf RNA- und Proteinebene. NF2 besitzt in seiner 3´UTR 
Bindestellen für let-7a und ist somit ein potentielles Zielgen für miRNAs (Meng et al., 
2007). Diese Daten deuten darauf hin, dass die Transfektion der komplementären 
Inhibitoren von let-7 die Proteinexpression von Zielgenen der miRNAs der let-7-
Familie induziert. Diese Beobachtungen bestätigen daher die Ergebnisse der hier 
vorgelegten Promotionsarbeit. Die verwendeten spezifischen miRNA Inhibitoren 
konnten an die entsprechenden let-7 miRNAs komplementär binden. In Folge dessen 
konnte die miRNAs nicht mehr an ihre Ziel-mRNAs wie c-Myc, STAT1 bzw. die CSN-
Untereinheiten anlagern und deren Expression inhibieren. Daraus resultierte die 
Induktion der Expression der entsprechenden Zielgene. Somit konnte der CSN1-
vermittelte Anstieg der Proteinexpression des CSN weiter bestätigt werden.  
 
5.9 Der Effekt von let-7-Mimics auf die CSN-Proteinexpression 
miRNA-Mimics sind synthetisch hergestellte doppelsträngige Oligonukleotide, welche 
die Funktion der entsprechenden miRNA nachahmen und dadurch deren Wirkung 
verstärken. Die Co-Transfektion von His-CSN1 und dem let-7-a1-Mimic in siCSN1-
Zellen führte zu einer Reduktion der Proteinexpression der untersuchten 
Signalosomuntereinheiten sowie von STAT1 und c-Myc. Ferner reduzierte die 
Transfektion des let-7-a1-Mimics alleine in siCSN1-Zellen die Proteinexpression von 
CSN8 und c-Myc. 
Kürzlich zeigten Melton et al., dass die Transfektion von let-7c-Mimics in murine 
embryonale Stammzellen zu einer signifikanten Reduktion der mRNA-Expression 
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von Lin28B und c-Myc führte (Melton et al., 2010). In humanen HepG2 
Leberkarzinom-Zellen wurde die Expression von c-Myc auf Protein- wie auch auf 
mRNA-Ebene durch die Transfektion dieser Zellen mit let-7g-Mimics signifikant 
reduziert (Lan et al., 2010). Diese Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen 
dieser Arbeit. Sowohl die Co-Transfektion von let-7a-Mimics und His-CSN1 als auch 
die Transfektion des miRNA-Mimics allein, führte zu einer Reduktion der 
Proteinexpression der entsprechenden Zielgene wie c-Myc und der CSN-
Untereinheiten. Die Transfektion der miRNA-Mimics in siCSN1-Zellen führte zu einer 
Verstärkung des inhibitorischen Effekts der miRNAs auf die Translation der 
entsprechenden Ziel-mRNA. Dies bewirkte eine Reduktion der Proteinexpression der 
entsprechenden Proteine. Ferner führte die Bindung der miRNAs an die mRNA der 
verschiedenen Signalosomuntereinheiten zu einer Reduktion der de novo Synthese. 
Diese hob somit den induktiven Effekt der Transfektion von His-CSN1 in den 
siCSN1-Zellen auf.  
 
5.10 Die Regulation der Biogenese des CSN wird durch miRNAs reguliert 
Die in dieser Arbeit präsentierten Daten zeigen, dass die Biogenese des COP9 
Signalosoms durch miRNAs der let-7-Familie reguliert wird. So konnte bereits mittels 
eines Luciferase-Assays gezeigt werden, dass let-7-a1 an die mRNA von CSN1 
bindet. Es wurde demonstriert, dass let-7-a1 im 3´-terminalen Bereich an der mRNA 
dieser Untereinheit bindet (Leppert et al.).  
In der vorgelegten Arbeit wurde ein bislang unbekannter Regulationsmechanismus 
für die CSN-Biogenese gezeigt (Abb. 46). Hierbei führt die zytokinvermittelte 
Stimulation von STAT1 zu einer Induktion der Transkription von c-Myc. Des Weiteren 
bindet c-Myc an den Promotor des RNA-bindenden Proteins Lin28B und aktiviert 
dessen Transkription (Chang et al., 2009; Kenneth & White, 2009). Lin28B vermittelt 
zusammen mit der terminalen Uridyl-Transferase TUT4 die Uridylierung von  
prä-let-7. Dies verhindert die Prozessierung der prä-let-7-miRNA und endet in deren 
Degradation (Heo, 2008; Hagan, 2009). Daraus resultiert ein verminderter let-7-
Gehalt in der Zelle. Diese miRNAs können nicht mehr alle Bindestellen abdecken 
und es kommt zu einer erhöhten Expression der Zielgene. Ist das Level von c-Myc 
bzw. Lin28B z. B. durch Transfektion von siRNAs verringert, führt dies zu einem 
erhöhten Gehalt an let-7 in der Zelle (Chang et al., 2009). Zum einen kann dies auf 
eine verminderte Uridylierung durch Lin28B/TUT4 zurückzuführen sein, zum anderen 
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auf ein verringertes Angebot an freien Bindestellen in den Ziel-mRNAs. Die miRNAs 
lagern sich im Folgenden an die Bindestellen ihrer Ziel-mRNAs und reprimieren 
deren Translation. Es kommt zu einer verminderten Expression der Zielgene. Da 
CSN1 ein Ziel für let-7 miRNAs ist, könnte die Überexpression von His-CSN1 in den 
siCSN1-Zellen möglicherweise zu einem Überangebot an freien Bindestellen für let-7 
führen. Die miRNAs könnten im Folgenden von freier CSN1-mRNA abgefangen 
werden. Dies hätte daraufhin eine Induktion der Expression der Zielgene, wie den 
CSN-Untereinheiten oder c-Myc, zur Folge (Abb. 46).  
 


































Abbildung 46: Der c-Myc/Lin28B/let-7-Signalweg. Die Biogenese des COP9 Signalosoms wird durch 
die Expression von c-Myc und dessen Regulation der miRNAs der let-7-Familie gesteuert. 
 
5.11 miRNAs der let-7-Familie binden an die mRNAs der proteasomalen Lid-
Untereinheiten 
Aufgrund der Tatsache, dass die Biogenese des COP9 Signalosoms durch miRNAs 
reguliert wird, interessierte uns im Folgenden, ob die Expression des proteasomalen 
Lids ebenfalls durch eine solche Regulation moduliert wird. Datenbankrecherchen 
zeigten, dass die mRNAs der proteasomalen Lid-Untereinheiten hauptsächlich vom 
weniger stark exprimierten „passenger strand“ (miRNA*) der let-7 miRNAs gebunden 
werden. Nach der Prozessierung der miRNA Vorläuferform durch den Dicer 
entstehen zwei miRNAs, von denen einer in den RISC-Komplex integriert wird. Hu et 
al. zeigten 2009, dass beide Stränge nicht in gleichem Maße exprimiert werden. 
Dabei wird der stärker exprimierte „guide strand“ bevorzugt in den RISC-Komplex 
eingebaut. Dieser Strang besitzt einen hohen Gehalt an Purinen (A und G). Der 
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geringer exprimierte „passenger strand“ weist einen hohen Gehalt an Pyrimidinen auf 
(U und C). Deshalb wird vermutet, dass das Argonaut-Protein (Ago), welches für die 
Bindung des RISC-Komplexes an die mRNA verantwortlich ist, über spezifische 
Wechselwirkungen mit dem miRNA-Strang dazu beiträgt, welcher der beiden 
Stränge in den RISC-Komplex inkorporiert wird (Hu et al., 2009). Okamura et al. 
zeigten 2008, dass miRNA*s Sequenzen aufweisen, welche komplementär zur 
3´UTR der entsprechenden Zielgene ist. Des Weiteren wurde demonstriert, dass 
miRNAs* AgoI binden können und somit die Expression verschiedener Zielgene 
reprimieren. Dabei wurde gezeigt, dass sowohl der „guide strand“ als auch der 
„passenger strand“ in den RISC-Komplex eingebaut werden können (Okamura et al., 
2008). Dies steht im Einklang mit den hier ermittelten Daten für die proteasomalen 
Lid-Untereinheiten. Das führt zu der Schlussfolgerung, dass die Expression der 
proteasomalen Lid-Untereinheiten  ebenfalls von miRNAs der let-7-Familie reguliert 
wird. 
 
5.12 Die Analyse der Assemblierung des CSN mittels 
Dichtegradientenzentrifugation 
Der Prozess der Assemblierung des Komplexes beschreibt die Zusammenlagerung 
der einzelnen Untereinheiten. Der Mechanismus der Zusammenlagerung der acht 
Untereinheiten des Signalosoms ist bisher unbekannt. Kürzlich konnte ein erstes 
Modell zur Assemblierung des proteasomalen Lids formuliert werden. Bislang wird 
vermutet, dass die Assemblierung des proteasomalen 19S regulatorischen Partikels 
durch die Beteiligung von mindestens den drei Chaperonen p28 (Gankyrin), S5b 
(PSMD5) sowie p27 (PSMD9) vermittelt wird. Diese sind Bestandteile des 19S-
Komplexes (non-ATPase10, 5 und 9). Zur Assemblierung bindet jedes der 
Chaperone  ein „Modul“, bestehend aus p28-Rpt3-Rpt6-Rpn6, S5b-Rpt1-Rpt1-Rpn1 
und p27-Rpt5-Rpt4 (Besche et al., 2009; Kaneko et al., 2009; Murata et al., 2009).   
Um die Assemblierung des CSN näher zu charakterisieren, wurde Zelllysat mittels 
Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Dabei sollte das Vorhandensein von 
Assemblierungsintermediaten bzw. Minikomplexen untersucht werden. Die 
Überexpression von His-CSN1 führte zu einem Anstieg der Proteinexpression der 
untersuchten CSN-Untereinheiten. Ferner konnte in den siCSN1-Zellen eine Co-
Sedimentation der CSN-Untereinheiten mit STAT1, c-Myc und Gankyrin beobachtet 
werden. Uhle et al. zeigten im Jahre 2003, dass CK2 und PKD nach der 
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Dichtegradientenzentrifugation in den selben Fraktionen sedimentieren, in denen 
auch das Signalosom zu finden ist und dass diese Faktoren miteinander interagieren 
(Uhle et al., 2003). Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation konnte ferner 
demonstriert werden, dass der Faktor ICSBP (Interferon consensus sequence-
binding protein) mit dem CSN interagiert (Cohen et al., 2000). Ausgehend von den 
Ergebnissen der Dichtegradientenzentrifugation kann man daher sagen, dass die 
Transkriptionsfaktoren STAT1 und c-Myc mit dem CSN interagieren. Des Weiteren 
konnte in den schweren Fraktionen sowohl in His-CSN1 als auch in den 
Kontrollzellen CSN6 detektiert werden. Vermutlich kommt es in freier Form, als Teil 
eines Assemblierungsintermediates oder als Bestandteil eines Minikomplexes vor. 
Das proteasomale Assemblierungs-Chaperon Gankyrin sedimentierte ebenfalls 
teilweise in den selben Fraktionen wie das CSN. Dies deutet auf eine mögliche 
Interaktion dieses Chaperons mit dem CSN hin. In diesem Zusammenhang könnte 
Gankyrin an der Assemblierung des CSN-Komplexes beteiligt sein.  
Mittels der Dichtegradientenzentrifugation konnte nach der Stimulation der Zellen mit 
IFNγ eine deutliche Induktion der Proteinexpression aller untersuchten CSN-
Untereinheiten sowie von STAT1 detektiert werden. Die Stimulation der Zellen mit  
IFNγ führt zu einer Induktion der Expression und der Phosphorylierung von STAT1 
und einem Anstieg der Expression seiner Zielgene (Shuai et al., 1994; Yang et al., 
1999; Clevenger, 2004; Lim & Cao, 2006; Schindler & Plumlee, 2008). Die 
Zytokinstimulation führte zu einer Induktion der CSN-Proteinexpression. Dies deutet 
darauf hin, dass STAT1 bedingt durch die Zytokinstimulation eine 
Expressionserhöhung von c-Myc bewirkte. c-Myc löste vermutlich den oben 
beschriebenen c-Myc/Lin28B/let-7-Signalweg aus, der für eine erhöhte CSN-







Das COP9 Signalosom ist ein hochkonservierter Proteinkomplex bestehend, aus 
acht Untereinheiten. Es ist ein essentieller Bestandteil des Ubiquitin-Proteasom-
Systems und kann durch seine enzymatischen Aktivitäten bzw. durch assoziierte 
Faktoren Bestandteile des UPS modifizieren und somit deren Stabilität und Aktivität 
regulieren.  
In der hier vorgelegten Promotionsarbeit konnte ein bislang unbekannter 
Regulationsmechanismus der Biogenese des COP9 Signalosoms identifiziert 
werden. Hierfür wurden zunächst stabil transfizierte HeLa-Zellen (siCSN1-Zellen) 
analysiert. Die siRNA-vermittelte Reduktion der CSN1-Expression führte zu einer 
Reduktion der Expression aller CSN-Untereinheiten sowie der Transkriptionsfaktoren 
c-Myc und STAT1. Die Transfektion von His-CSN1 in siCSN1-Zellen induzierte die 
CSN-Neusynthese und ferner einen Anstieg der c-Myc- und STAT1 Expression. Die 
Co-Regulation der CSN-Synthese mit STAT1 und dessen Zielgen c-Myc ließ 
vermuten, dass die CSN-Biogenese möglicherweise über den JAK-STAT-Signalweg 
reguliert wird. Tatsächlich konnte durch die Stimulation der Zellen mit IFNα bzw. IFNγ 
die Induktion der de novo Synthese des CSN-Komplexes induziert werden. Die 
siRNA-vermittelte Inhibition von STAT1, c-Myc bzw. Lin28B führte ebenso wie die 
Behandlung der Zellen mit AG9 bzw. AG490, pharmakologischen Inhibitoren der 
JAK-Kinasen, zu einer Reduktion der Proteinexpression der CSN-Untereinheiten. Es 
konnte gezeigt werden, dass c-Myc an der Regulation der CSN-Synthese beteiligt ist. 
Bei allen Experimenten konnte festgestellt werden, dass signifikanten 
Veränderungen auf der Proteinebene geringfügige Änderungen auf der mRNA-
Ebene gegenüberstanden. Daher wurde ein post-transkriptioneller Mechanismus zur 
Regulation der Expression der CSN-Untereinheiten unter Beteiligung von miRNAs 
postuliert. Diese Regulation wird vermutlich durch die Aktivität von c-Myc und Lin28B 
verstärkt. Dies stellt einen neuen, bislang unbekannten Mechanismus für die 
Regulation der Biogenese des COP9 Signalosoms dar. Da Lin28B und c-Myc an der 
Regulation der Expression von miRNAs der let-7-Familie beteiligt sind, wurde die 
Mitwirkung dieser miRNAs an der Assemblierung des CSN weiter untersucht. Die 
Co-Transfektion der siCSN1-Zellen mit spezifischen komplementären Inhibitoren 
dieser miRNAs führte zu einer Induktion der Proteinexpression der CSN-
Untereinheiten. Die Transfektion von let-7 miRNA-Mimics, welche die Wirkung der 
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miRNAs nachahmen und diese verstärken, bewirkte eine Reduktion der Expression 
der CSN-Untereinheiten in den siCSN1-Zellen.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnten ferner mittels der miRBase Sanger Datenbank und 
der Software MicroInspector Bindestellen für let-7 miRNAs an den mRNAs der CSN- 
und der proteasomalen Lid-Untereinheiten identifiziert werden. Da die Expression 
des proteasomalen Lid-Komplexes nach Überexpression von CSN1 ebenfalls 
hochreguliert war, könnte dieser Regulationsmechanismus auch für die Biogenese 





The COP9 signalosome is a highly conserved protein complex composed of eight 
subunits. It is part of the Ubiquitin-Proteasome-System and is able to modify the 
stability of these components via its enzymatic activities or mediated by associated 
factors. Thereby, it is involved in the proteolysis of distinct substrates. 
In this study a novel, regulatory mechanism of CSN biogenesis was identified. We 
used stable transfected siCSN1 cells in which the protein and the mRNA expression 
of CSN subuntis as well as of STAT1 and c-Myc were downregulated. Transfection of 
His-CSN1 in those siCSN1 cells led to the induction of the de novo Synthesis of the 
whole CSN complex. In addition the expression of the transcription factors STAT1 
and c-Myc was elevated. The co-regulation of the CSN synthesis and of STAT1 
indicate that the CSN biogenesis is possibly regulated via the JAK-STAT pathway. 
To verify this, cells were treated with IFNα or IFNγ, respectively. This resulted in the 
induction of the CSN de novo synthesis. Moreover, the siRNA-mediated inhibition of 
STAT1, c-Myc, Lin28B as well as treatment with the pharmacological inhibitors AG9 
or AG490 led to a reduced protein expression of the analysed CSN subunits. These 
data suggest that c-Myc is involved in the regulation of the CSN biosynthesis.  
We found that in all experiments there was a significant change on protein level in 
contrast to a marginal change on the RNA level. Based on our study we 
hypothesized that the CSN biogenesis ist regulated post-transcriptionally by miRNAs. 
The participation of miRNAs in the regulation of CSN biogenesis was further 
analysed. The siCSN1 cells were transfected with complementary hairpin inhibitors of 
let-7 miRNAs, leading  to an induction of the CSN synthesis. The transfection of let-7 
miRNA-mimics, which enhance the impact of miRNA on target mRNAs, resulted in an 
decrease of the CSN expression. These findings prove the involvement of miRNAs in 
CSN biogenesis, presumably via the c-Myc/Lin28B/let-7 pathway. 
Furthermore, using miRBase Sanger database and MicroInspector software, 
potential binding sites for let-7 miRNAs were detected within the mRNA sequences of  
CSN subunits as well as of subunits of the proteasomal lid. After overexpression of 
CSN1 the expression of the proteasomal lid subunits were also elevated. Therefore, 
there is evidence to suggest that this mechanism is crucial for the regulation of the 




Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde gezeigt, dass Mitglieder der let-7-Familie 
an mRNAs der Untereinheiten des CSN binden können. Bekannt ist, dass sich diese 
miRNAs bevorzugt in der 3´UTR der Ziel-mRNAs anlagern und diese reprimieren.  
Die Bindestellen in den mRNAs wurden jedoch nur für die Untereinheit CSN1 
charakterisiert. In weiterführenden Versuchen könnten durch Mutationen die 
potentiellen Bindestellen verändert und somit die Anlagerung der miRNAs reprimiert 
werden. Mittels Luciferase-Assays könnte man im Folgenden Veränderungen in der 
Aktivität der miRNAs detektieren. Aus diesen Ergebnissen würde man auf die 
genauen Bindestellen der miRNAs schließen können. Ferner könnte beispielsweise, 
durch RNA-Affinitätsaufreinigung charakterisiert werden, welche let-7-miRNA welche 
Untereinheit des CSN bindet. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sind bislang 
nur theoretische Daten über die Bindung von let-7 miRNAs an die mRNAs des 
proteasomalen Lids erbracht worden. Durch Transfektion der Zellen mit spezifischen 
komplementären Inhibitoren dieser miRNAs bzw. miRNA-Mimics könnten diese 
Ergebnisse weiter charakterisiert werden. 
Ferner stehen die Untersuchungen zur Assemblierung des COP9 Signalosoms erst 










A. bidest bidestilliertes Wasser 
A. dest destilliertes Wasser 
ACTB β-Actin 
AG 490 Tyrphostin B42, dimethyl sulfoxide alpha-Cyano-(3,4-dihydroxy)-N-
benzylcinnamide 








CAND1 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 
cDNA komplementäre  DNA 
CK2 Casein kinase 2 
COP constitutive photomorphogenic 
CRL Cullin-RING-Ligase 
CSN COP9 Signalosom 
CTL Kontrolle (control) 
DEPC Diethylpyrocarbonat 




E. coli Escherichia coli 
ECL Elektrochemilumineszenz 
EDTA Ethylene-diamine-tetraacetic acid 
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eIF3 eukaryotischer Translations-Initiations-Faktor 3 
FCS fetales Kälberserum 
fwd vorwärts 
g Gramm 
GFP Green fluorescent protein 
h Stunde 
hIFNα humanes Interferon alpha 
hIFNγ humanes Interferon gamma 
His Histidin 
Jab1 Jun-activation-domain-binding protein 1 
JAK Januskinase 








mIFNγ murines Interferon gamma 
min Minute 




mRNA messenger RNA 
Nedd8 neural precursor cell-expressed, developmentally down-regulated 8 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
NP-40 Nonidet P40 
OD optische Dichte 
PAA Polyacrylamid 
PBS Phosphate buffered saline 




PKD Protein Kinase D 
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid 
Rbx1 RING box protein 1 
rev rückwärts 
RING really interesting new gene 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Umdrehungen pro Minute 
Rpn Regulatory particle non-ATPase 
Rpt Regulatory particle, ATPase-like 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR reverse Transkriptase PCR 
SCF Skp1-Cul1-F-box protein complex 
SDS Natriumdodecylsulfat 
sek Sekunde 
SH2 Src-homology 2 
siRNA Short interference RNA 
ss Einzelstrang 
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription 
SUMO small Ub-related modifier 
Tab. Tabelle 
TAE Tris Acetate EDTA 
TCA Trichloressigsäure 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
TYK Tyrosin Kinase 
U Einheiten 
Ub Ubiquitin 
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